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Abstrakt 
 
Tato diplomová práce se zabývá studiem změn proteinového profilu ječmene během 
procesu sladování. Podstatná část práce se věnuje proteomické identifikaci ječných proteinů, 
které se během sladování mění, stávají se stabilnějšími a v konečném důsledku ovlivňují 
vlastnosti piva (např. pěnu a zákal). Jako vzorek byl použit ječmen odrůdy Jersey. 
V literární části jsou uvedeny obecné informace o pivu, o procesu jeho výroby s popisem 
důležitých surovin pro výrobu a informace o sladovnickém ječmeni a procesu sladování. Dále 
jsou popsány použité metody separace proteinů (1D a 2D gelová elektroforéza), hmotnostní 
spektrometrie MALDI TOF/TOF a její využití k analýze a identifikaci proteinů, použití 
matric a způsoby přípravy vzorků. 
V experimentální části byla provedena optimalizace dávkování vzorku pro 1D gelovou 
elektroforézu a optimalizace vizualizace. Nejlepší výsledky byly dosaženy u 15 % TRIS-HCl 
gelu, který byl obarven barvivem Commassie Brilliant Blue G-250. Pro ilustraci změn byla 
provedena i 2D gelová elektroforéza.  
Pomocí metody peptidového mapování a MS/MS byly identifikovány ječné proteiny – 
protein Z, α-amylasa subtilisin inhibitor, β-amylasa a peroxidasa. Byla provedena analýza 
intaktních proteinů, která byla zaměřena na sledování změn u významného proteinu ječmene 
LTP 1.  
 
Abstract 
 
This diploma thesis is focused on studies of changing of protein profile during barley 
malting. Substantial part of this work is devoted to the proteomics identification of barley 
proteins which change during malting and so become more stationary and they influence 
quality of beer (haze and foam in beer). For this experiment was used barley variety Jersey. 
In the theoretical part of this thesis there is information about beer, manufacturing of beer 
with description of important commodities for manufacturing of beer and information about 
barley malting and information about malting process. Next there is description of methods 
for separation of proteins (1D gel electrophoresis and 2D gel electrophoresis), MALDI 
TOF/TOF mass spectrometry and this use for the analysis and identification of proteins, the 
use of matrices and ways of the sample preparation. 
In the experimental part of this thesis there was carried out the optimisation of the dosage 
of sample for 1D gel electrophoresis and the optimisation of staining. The 15 % TRIS-HCl gel 
was the best, this gel was stained by Commassie Brilliant Blue G-250. For illustration of 
changes was made 2D gel electrophoresis. 
With help of method peptide mass fingerprinting and MS/MS proteins of barley – protein 
Z, α-amylase subtilisin inhibitor, β-amylase a peroxidase were identificated. The analysis of 
barley extract intact proteins was carried out, this analysis was focused on changes of 
important barley protein LTP 1. 
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1. ÚVOD 
 
Proteiny jsou podstatou všech živých organismů, jsou to z aminokyselin složené 
vysokomolekulární přírodní látky s relativní molekulární hmotností 103 až 106 [1]. Peptidy 
jsou anhydropolymery 20 α-L-aminokyselin, které jsou spojeny peptidovými vazbami za 
vzniku lineárních polypeptidových řetězců. Podle počtu aminokyselin v molekule rozlišujeme 
oligopeptidy (2–10 aminokyselin), polypeptidy (11–100) a proteiny (více než 100 
aminokyselin). Pořadí aminokyselin v řetězci proteinu označujeme jako primární strukturu 
nebo také sekvenci. Rozlišujeme primární, sekundární, terciární a u některých složitějších 
molekul ještě kvartérní strukturu peptidového řetězce. Peptidové řetězce proteinů jsou 
syntetizovány na ribozomech procesem zvaným translace. Většina z nich podléhá 
kotranslačním a posttranslačním modifikacím. Pořadí aminokyselin v polypeptidovém řetězci 
je pro každý protein jedinečné a geneticky dané. Drobné změny primární struktury (vyvolané 
mutacemi genu) mohou vést k podstatné změně vlastností daného proteinu. V buňce se 
vyskytuje několik set až tisíc různých proteinů, které zajišťují její základní funkce a liší se jak 
chemickou stavbou (především pořadím aminokyselin v peptidovém řetězci - tzv. primární 
strukturou), tak prostorovým uspořádáním. Univerzální systém klasifikace proteinů 
neexistuje. Lze je třídit např. na základě rozpustnosti, na základě isoelektrického bodu 
(kyselé, neutrální, basické), na základě molekulové hmotnosti (malé do 40 kDa, velké 
obvykle nad 200 kDa) nebo na základě tvaru molekuly, zvláštní skupinu tvoří proteiny 
zabudované do biologických membrán. Podle složení lze proteiny dělit na proteiny 
jednoduché a složené, důležitější je však dělení proteinů podle funkce [2]. Mezi základní 
funkce patří funkce: stavební (kolagen, elastin, keratin), transportní a skladovací (hemoglobin, 
transferin), zajišťující pohyb (aktin, myosin), katalytické řídící a regulační (enzymy, 
hormony) a ochranné a obranné (imunoglobulin, fibrin, fibrinogen). 
Pro pochopení funkce biologického systému je nutné znát jeho chemické složení. Stav 
životního cyklu buňky v kterémkoliv okamžiku je dán především složením jejich proteinů,   
tj. jejím proteomem. 
Existuje několik způsobů identifikace proteinů, ale většinou jsou to časově náročné 
postupy. Moderní a účinným nástrojem je proteomika. Ta je založena na srovnání známých 
sekvencí DNA a primárních struktur proteinů, které jsou dostupné v databázích, 
s experimentálně stanovenými molekulovými hmotnostmi peptidů, získaných enzymatickým 
rozkladem sledovaného proteinu. Identifikace proteinů je nyní důležitým úkolem v mnoha 
oblastech včetně identifikace odrůd sladovnického ječmene, neboť proteiny jsou často 
označovány jako biochemické markery určitých vlastností (např. odrůdové příslušnosti) 
sladovnického ječmene [3].  
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2. CÍL PRÁCE 
 
Diplomová práce je věnovaná studiu změn proteinů v průběhu sladování ječmene, protože 
se ukazuje, že sladovnickou kvalitu ovlivňují i proteiny. 
Cílem teoretické části diplomové práce bylo provést literární rešerši o proteomice 
ječmene, principu metod používaných pro studium proteinů ječmene a uvést přehled 
důležitých proteinů ječmene v technologickém procesu výroby piva. 
Cílem experimentální části byla extrakce vodorozpustných proteinů z ječmene a sladu, 
separace těchto extrahovaných proteinů a následná identifikace pomocí hmotnostní 
spektrometrie - MALDI TOF/TOF.  
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3. TEORETICKÁ ČÁST  
 
 
3.1.   Pivo 
    
Pivo je jeden z nejstarších osvěžujících mírně alkoholických nápojů lidstva. Pivo je 
disperzní soustavou různých sloučenin. Jde o koloidní roztok různých makromolekul – 
proteinů, nukleových kyselin, sacharidů a lipidů. Chemické složení piva se mění v širokých 
mezích. V závislosti na extraktu původní mladiny a stupni prokvašení obsahuje pivo asi 2 – 6 
procent extraktivních látek. Hlavní součástí extraktu jsou sacharidy (dextriny, mono-              
a oligosacharidy, maltóza, maltotrióza, pentóza). Asi 6 až 9 procent extraktu tvoří dusíkaté 
látky. V pivu jsou mimo jiné dále polyfenolové látky (cca 100 až 180 mg/l), hořké látky 
z chmele, barviva, heterocyklické látky a vitamíny [4]. Důležitou vlastností piva ze 
zdravotnického hlediska je jeho antioxidační schopnost. Antioxidační, antimutagenní, 
antikarcinogenní, antimikrobiální a další účinky jsou v pivu přisuzovány polyfenolům. 
Polyfenoly se do piva dostávají z ječmene, resp. ze sladu, chmele a chmelových výrobků jako 
přírodní složky, které ovlivňují jeho senzorické vlastnost i trvanlivost [5,6]. Piva českého typu 
vykazují o cca 30 procent vyšší obsah polyfenolů a vyšší pH, což je to důsledkem 
technologického postupu [7]. 
 
3.1.1. Základní suroviny pro výrobu piva 
 
  Základní princip výroby piva se dodnes od dob Sumeřanů a Egypťanů nezměnil. Pivo je 
vyrobeno jednou z nejstarších technologií, které člověk zvládl. Enzymy ječmene a kvasinek 
jsou využívány k přeměně suroviny na pivo. Klasická výroba trvá 40 až 60 dní, v závislosti na 
typu piva [8]. Základní suroviny jsou: sladovnický ječmen, chmel, pivovarské kvasnice          
a voda. 
 
a) Sladovnický ječmen 
 
Z ječmene se vyrábí slad, který se velmi významně podílí na charakteru pěny, zlatavé 
barvě a specifické chuti. Nejběžněji vyráběnými druhy sladů v České republice jsou světlý 
slad a bavorský slad, který je charakteristický vysokou barvou a výraznějším aromatem. Pro 
výrobu sladu a sladových výtažků se na našem území pěstují vybrané odrůdy jarního, 
dvouřadého, nícího ječmene (Hordeum distichum var. nutans), které patří k nejkvalitnějším 
odrůdám na světě. Mnohé zahraniční odrůdy mají genetický základ pocházející z našich 
odrůd, zejména z oblasti Hané.  
 
b) Chmel a chmelové výrobky 
 
Chmel, jako jedna ze tří základních pivovarských surovin, je představován usušenými 
chmelovými hlávkami samičích rostlin chmele evropského (Humulus lupulus var. europeus). 
Poskytuje pivu typickou hořkou chuť, přispívá k tvorbě charakteristického aroma. Chmele 
pěstované u nás v žatecké oblasti patří mezi vysoce kvalitní jemné, aromatické odrůdy chmele 
evropského otáčivého. Chmelové hlávky, které se sklízejí pro pivovarské účely, se skládají ze 
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stopky, vřeténka, pravých a krycích listenů a při oplození obsahují navíc semeno neboli 
pecku. Na vnitřní straně listenů se při zrání chmele vylučují pryskyřičná zrnka lupulinu, 
obsahující chmelové pryskyřice a silice [9]. 
 
c) Pivovarské kvasnice 
 
Kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae jsou fakultativně anaerobní mikroorganismy. 
Přeměňují cukr na alkohol a oxid uhličitý. 
 
d) Voda 
 
Voda je ve sladařském a pivovarském průmyslu důležitou surovinou, protože přímo 
ovlivňuje kvalitu piva. Na výrobu 1 t sladu se spotřebuje 10 - 15 hl vody a na výrobu 1 hl piva 
se spotřebuje 12 - 15 hl vody.       
    
3.1.2. Sladování 
 
Cílem sladování je přeměnit ječmen na slad bohatý na enzymy a extrakt [10]. Proces 
výroby sladu lze z hlediska jednotlivých výrobních fází rozdělit na několik částí (viz obr.č.1). 
 
 
 Příjem, čištění, třídění 
a skladování ječmene 
 
 ↓  
 Máčení 
ječmene 
 
 ↓  
 Klíčení namočeného 
ječmene 
 
 ↓  
 Hvozdění zeleného 
sladu 
 
 ↓  
 Odklíčení, leštění, balení 
a expedice hotového sladu 
 
 
Obr.č.1 Schéma výroby sladu [12] 
 
 První z nich je máčení. Samotnému máčení předchází příjem, čištění a skladování 
ječmene. Skladovaný ječmen představuje živý organismus, jehož životní pochody jsou 
utlumeny, nikoliv však zastaveny. Energii potřebnou pro životní projevy získává zrno 
odbouráváním rezervních polysacharidů, hlavně škrobu. Podle okamžitých podmínek získává 
energii buď aerobním dýcháním v přítomnosti kyslíku, nebo anaerobním kvašením 
v nepřítomnosti kyslíku. Při skladování se čerstvě sklizený a vytříděný ječmen nachází ve 
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stadiu základního klidu, tzv. dormance, a není schopen klíčit. Je to způsobeno přítomností 
inhibitorů klíčení tzv. dormitů. Teprve po jejich odbourání oxidací dormance zaniká, uvolňuje 
se činnost stimulátorů (giberelinů) a zrno se stává schopným klíčit. Skladování probíhá 
v silech [11]. Vyčištěný a odležený ječmen se máčí v namáčecích náduvnících. Cílem máčení 
je dodání potřebné vegetační vody z 12-15 % na 42-48 %, která je nutná na zahájení 
enzymatických reakcí a pro klíčení zrna. Máčení se dnes považuje za nejdůležitější úsek 
výroby sladu. Stupeň domočení se liší podle typu vyráběného sladu. Významným efektem je 
vyprání ječmene, protože se z ječmene vylouží barevné a hořké látky, kyselina křemičitá        
a bílkoviny z pluch. Tyto látky jsou nežádoucí, neboť zhoršují senzorické vlastnosti piva        
a podporují tvorbu zákalu v pivu. 
Druhou fází je klíčení. Klíčivost a klíčivá energie patří mezi důležité fyziologické znaky 
sladovnického ječmene. Udávají procentuální podíl zrn schopných vyklíčit za stanovených 
podmínek během tří až pěti dnů. Cílem sladařského klíčení ječmene je aktivace a tvorba 
enzymů (největší technologický význam mají amylasy, fosfatasy, cytasy, proteasy) a dosažení 
požadovaného stupně rozluštění. Dosahuje se toho umělým modelováním optimálních 
podmínek přirozeného klíčení. V průběhu klíčení rozlišujeme tvorbu enzymů a přeměnu 
látek, růstové změny a projevy růstu. S výjimkou α-amylasy, která není v ječmeni obsažena, 
jsou ostatní enzymy v malém množství již v ječmeni přítomny. Syntéza nových enzymů je 
iniciována prostřednictvím činnosti fytohormonů. Nejprve vzniká β-glukonasa, poté              
α-amylasa a proteasy. Amylasy jsou nejdůležitějšími enzymy ve sladu, s jejich pomocí jsou 
později odbourávány škroby při rmutování. 
 
• α-amylasa není v ječmeni přítomná. Největší množství tohoto enzymu se tvoří od 
druhého do čtvrtého dne klíčení. 
 
• β-amylasa je přítomna v malém množství v ječmeni. Po přechodné malé ztrátě v prvním 
dni klíčení se její množství od druhého a třetího dne dále zvyšuje. Tvorba   β-amylasy je 
spojena s dýcháním v prvním dni klíčení. Proto je pro její tvorbu důležité dostatečné 
provětrávání už v první fázi klíčení. 
 
Obsah amylas je odrůdovou závislostí a je rovněž ovlivněn klimatickými podmínkami 
ročníku [11].  
Během klíčení neprobíhá jen tvorba a zvýšení množství enymů. Řízené klíčení ječmene ve 
sladovně se nazývá vedení hromad. Jedná se o fyziologický proces, při kterém se v zárodečné 
části zrna vyvíjejí zárodky kořínků, klíčků a listů za využití zásobních látek z endospermu 
[12]. Současně se mění i vnitřní znaky zrna. Působením enzymů se štěpí rezervní látky           
a zvyšuje se rozpustnost a luštitelnost. Výsledným produktem klíčení je tzv. zelený slad. 
Zelený slad má vysoký obsah vody a není na rozdíl od hotového sladu skladovatelný.  
Poslední fází je hvozdění sladu. Zelený slad je dopraven na tzv. hvozd. V průběhu hvozdění je 
šetrně odstraněna většina vody dodaná zrnu při máčení a slad je převeden do skladovatelného 
a stabilního stavu. Dojde k zastavení životních projevů a luštících pochodů v zrně. Během 
hvozdění se vytváří aromatické a barevné látky, charakteristické pro druhy sladu. Tyto látky 
vznikají při vyšších teplotách interakcemi štěpných produktů polysacharidů a bílkovin, 
zejména monosacharidů a aminokyselin. Jedná se o řadu chemických změn označovanou jako 
Maillardovy reakce. Mezi látky vznikající při hvozdění sladu během Maillardových reakcí 
patří hlavně melanoidiny a glykosylované proteiny, které zvyšují viskozitu [13,14]                  
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a podporují pěnivost piva na základě iontové vazby s proteiny při tvorbě kostry pěny [15]. 
Odhvozděný slad se sklápí do košů a dopravuje se do odkličovačce, kde se zbavuje kořínků 
zvaných sladový květ. 
 
3.1.3.  Výroba piva 
 
Výroba piva začíná šrotovnou. Ta dokáže slad rozemlít na přesně požadované složení 
poměru mouky, krupice a pluh. Výroba v sobě zahrnuje čtyři procesy: Vaření, kvašení, 
dokvašování a stáčení (viz obr.č.2).  
 
1) Vaření 
 
Probíhá ve varně ve čtyřech nádobách – vystírací káď, rmutovací kotel, scezovací káď      
a mladinový kotel. Sladový šrot padá do vystírací kádě, kde se mísí s vodou. Ze sladu se 
uvolňuje extrakt do roztoku, probíhá rmutování. Cílem rmutování je rozštěpení a převedení 
optimálního podílu extraktu surovin do roztoku. Základním požadavkem všech rmutovacích 
postupů je převést do roztoku veškerý škrob i vhodný podíl bílkovin a dalších látek (škrob je 
při rmutování štěpen sladovými amylasamy). Naopak přítomnost jiných složek, jako např. 
polyfenolů a sladových pluch se snažíme omezit [16]. Při tomto procesu probíhají 
mechanické, chemické, fyzikální a hlavně enzymové děje. (Důležité teploty při rmutování 
jsou teplota kyselinotvorná: 35-38 °C, peptonizační: 45-55 °C, nižší cukrotvorná: 60-65 °C, 
vyšší cukrotvorná: 70-75 °C, nejvyšší cukrotvorná: 78 °C). Po rmutování se celé dílo 
přečerpává na scezovací káď, kde se po 30 minutách vytvoří filtrační vrstva pevných podílů   
a probíhá vlastní filtrace, tedy oddělení kapalného podílu sladiny od pevného podílu 
sladového mláta (mláto se používá jako krmivo pro dobytek). Sladký roztok neboli sladina se 
převede do mladinového kotle, kde se povaří s chmelem. Chmel dodá hořkost. Získaná 
mladina se musí ochladit, aby mohla začít další fáze výroby, kterou je kvašení. 
 
2) Kvašení 
 
Pro kvašení mladiny se používají buď svrchní pivovarské kvasinky (Saccharomyces 
cerevisiae) kvasící při teplotách až 24 °C, které stoupají ode dna na hladinu, nebo spodní 
pivovarské kvasinky (Saccharomyces cerevisiae var. uvarum) kvasící při teplotách 6-12 °C, 
které klesají od hladiny na dno. Starší způsob kvašení se prováděl ve spilce. Spilkou 
rozumíme otevřenou kvasnou káď. Modernější způsob se provádí v uzavřených 
cylindrokonických tancích. Česká piva se vyrábějí spodním kvašením. Zchlazená                    
a provzdušněná mladina se po zakvašení spodními pivovarskými kvasnicemi přivádí do 
uzavřených nerezových cylindrokonických tanků o objemu 3 600 hl. Nejdůležitějšími 
reakcemi hlavního kvašení jsou přeměny zkvasitelných sacharidů glukosy, maltosy                 
a maltotriosy na ethanol a oxid uhličitý anaerobním kvašením:  
 
                                C6H12O6  →  2C2H5OH  +  2CO2                             (1) 
 
Dříve bylo kvašení téměř nekontrolovatelný proces, ale dnes se používají speciálně 
vyšlechtěné kmeny kvasnic. Výsledkem kvašení je mladé pivo. 
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3) Dokvašování 
 
Dokvašování se provádí, aby pivo získalo správnou chuť (sycení CO2). Po prokvašení se 
mladé pivo chladí v tancích v ležáckých sklepích. Ještě zde dobíhají poslední zbytky kvašení, 
pivo zraje a zbavuje se mnoha negativních látek. Svrchně kvašená piva zrají jeden týden až 
rok, spodně kvašená zrají čtyři týdny až rok. Dokvašování se ukončí filtrací a pasterací [17]. 
Pasterace se používá ke zvýšení biologické stability piva. Hotové pivo je připraveno ke 
stáčení do transportních nádob. 
 
4) Stáčeni a expedice 
 
Stáčení piva do transportních a spotřebitelských obalů je konečnou fází výroby. U nás se 
pivo stáčí do cisteren pro dislokované stáčírny a pro export, do sudů, lahví a plechovek pro 
vnitřní obchodní síť i pro export. Při stáčení je nutné zamezit ztrátám oxidu uhličitého,       
aby neutrpěla kvalita piva, proto jsou stáčecí stroje konstruovány na izobarickém principu 
[18]. 
 
 
Obr.č.2 Schéma výrobního procesu 
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3.2.   Ječmen 
 
Zařazení ječmene do systému: 
 
 
 
Podle způsobu růstu se ječmeny dělí na divoce rostoucí plané ječmeny, z nichž je u nás 
nejrozšířenější ječmen myší, a ječmeny seté, které se vyskytují v kultuře a jsou jednoletou 
jarní nebo ozimou trávou. Kulturní ječmeny se pak ještě dělí na ječmeny dvouřadé a víceřadé 
[16, 20]. 
 
Stručný morfologický popis ječmene: 
 
·Kořenová soustava: svazčité kořeny. 
·Stéblo, odnože: stéblo ječmene tvoří 4 - 8 článků (internodií), oddělených kolénky (nody) 
a dosahuje výšky 80 až 130 cm. 
·Listy: listy má ječmen pravotočivé a jsou umístěny nad sebou ve dvou řadách. 
·Květenství a květ: složený nerozvětvený klas (lichoklas), tvořený smáčknutým vřetenem, 
na stranách obrveným, které je rozděleno na jednotlivé články. 
·Obilka: obilka (zrno) je složena ze tří částí: obalu, endospermu a zárodku. Endosperm 
(bílek) vyplňuje hlavní podíl zrna. Jeho vnější vrstva se nazývá aleuronová. Buňky 
aleuronové vrstvy obsahují zásobní proteiny, tuk a menší množství škrobových zrn.             
Na počátku klíčení se v nich aktivují enzymy, které degradují obsah škrobového endospermu. 
Obilky jsou pluchaté nebo bezpluché (nahé) [21]. U pluchatého ječmene je obilka na hřbetní 
straně kryta pluchou, která svými okraji překrývá menší plušku (viz obr.č.3). Plucha spolu 
s pluškou chrání obilku před vnějšími vlivy. Svou strukturou se příliš neliší od listů a jejich 
zvrásnění určuje jemnost [20]. Zrno bezpluchých forem ječmene se na rozdíl od pluchatého 
nemusí loupat, má lepší senzorické vlastnosti zrna. Nevýhodou je citlivost na poškození 
klíčku. V současné době je bezpluchý ječmen asi nejvíce ceněn jako vynikající zdroj 
rozpustné vlákniny. Uvádí se, že obsah celkové potravinářské vlákniny u různých odrůd 
kolísá od 15 do 24 %, z toho nerozpustná vláknina tvoří 11 - 19 % a rozpustná 3 - 6 %.   
Pluchatý ječmen se tradičně používá jako krmivo pro zvířata nebo pro výrobu sladu a malá 
část slouží pro lidskou výživu [22].  
 
Říše: Rostliny (Plantae) 
Podříše: Cévnaté rostliny (Tracheobionta) 
Oddělení: Krytosemenné (Magnoliophyta) 
Třída: Jednoděložné (Liliopsida) 
Řád: Lipnicotvaré (Poales) 
Čeleď: Lipnicovité (Poaceae) 
Podčeleď: Vlastní lipnicovité (Pooideae) 
Rod: Ječmen (Hordeum) [19] 
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Tab. č. 1 Chemické složení obilky ječmene (Mac Gregor a kolektiv, 1993) 
 
 
 
 
 
 
Obr.č.3 Příklad dvoukvětého klásku trav, 1- plevy, 2- pluchy, 3- osiny, 4- plušky, 5- tyčinky 
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Ke sladovnickým účelům se pěstují převážně jarní formy ječmene. V roce 1999 bylo        
v České republice registrováno 40 odrůd ječmene jarního, 6 odrůd ječmene ozimého 
dvouřadého a 9 odrůd ječmene ozimého víceřadého [26]. Ale odrůdová skladba se neustále 
mění. Sladovnický ječmen se stává specifickou plodinou, na kterou jsou kladeny mimořádně 
vysoké požadavky ze strany sladovnického a pivovarského průmyslu. Výběr vhodné odrůdy 
rozhodujícím způsobem ovlivňuje kvalitu sladu. Požadavky na sladovnickou kvalitu jsou 
zcela specifické podle jednotlivých pivovarů a regionů nejen v Evropě, ale i v zámořských 
zemích [23]. Ječmen pro výrobu sladu musí současně vykazovat optimální zpracovatelské 
vlastnosti: vlhkost nejvýše 16 %, klíčivost nejméně  90 %, obsah bílkovin maximálně 12,5 % 
v sušině, co nejvyšší hladinu škrobu a řadu dalších kritérií [24]. Požadavky uvádí norma ČSN 
46 1100-5, která byla novelizována v roce 2006 [25]. Vysoké sladovnické hodnoty je 
dosahováno jen za určitých půdně klimatických podmínek. V Čechách je to především           
v Polabské nížině a nižších polohách Středočeské pahorkatiny, na Moravě celá střední 
Morava s jádrem úrodné Hané [26].  
 
Hlavní skupinu sladovnických ječmenů tvoří ječmeny dvouřadé. Ječmen dvouřadý se 
vyskytuje v několika varietách, z nichž nejdůležitější jsou:   
 
• Varieta nutans (ječmen nící, háčkující) tvoří klas dlouhý 50 – 130 mm, má dlouhé, 
souběžné, přiléhající osiny, v době zralosti se klas ohýbá (háčkuje). Patří sem většina 
sladovnických odrůd. 
 
• Varieta nudum (ječmen nahý), u něj obilka nesrůstá s pluchami, při výmlatu zůstává asi 
20 % obilek obaleno pluchami, které však rovněž s obilkou nesrůstají. Obilky se 
vyznačují nízkým obsahem vlákniny, vysokou krmnou hodnotou, v poslední době se 
uplatňuje jako potravina v cereální výživě [20].  
 
3.2.1. Zkoumané odrůdy: 
 
     - Jersey: byl vyšlechtěn v Holandsku firmou CEBECO SEEDS BV a v ČR byl registrován 
v roce 2000. Jedná se o výběrovou sladovnickou odrůdu s krátkým obdobím posklizňového 
dozrávání. Jersey je polopozdní středně vysoký ječmen (80-85 cm) s dobrou odnoživostí. 
Hodí se pro pěstování ve všech oblastech pro výrobu kvalitních sladů. Na základě 
vynikajících parametrů kvality a výsledků pěstování je Jersey v současnosti nejrozšířenější 
odrůdou v ČR. Odrůda má vynikající úroveň extraktu v sušině sladu, optimální enzymatickou 
aktivitu a optimální složení sladiny [26]. 
 
     - Tolar: byl vyšlechtěn firmou PLANT SELECT, spol. s r.o. v Hrubčicích a zaregistrován 
v ČR a SR v roce 1997. Tolar je polopozdní, nízká až středně vysoká odrůda se středně 
velkým až velkým zrnem [26].  Jedná se o sladovnický ječmen vhodný zejména pro slady na 
výrobu typicky českých piv (ležáků). Je vhodný pro pěstování ve všech výrobních oblastech, 
kde dosahuje standardně nadprůměrných výnosů. 
 
     - KM: V rámci řešení výzkumných projektů v Kroměříži, se podařilo vytvořit několik 
nových linií bezpluchého ječmene s odlišnými hospodářskými vlastnostmi a rozdílným 
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chemickým složením zrna. 
Linie KM 1910: vyznačuje se dobrou energetickou hodnotou zrna, danou nízkým 
obsahem nerozpustné vlákniny, vyšším obsahem škrobů a sacharidů (viz. tabulka č.1). 
Linie KM 2283: perspektivní linie s vysokým obsahem rozpustné vlákniny a β-glukanů. 
Testy potenciálu produktivity ukázaly, že je dlouhodobě nejvýkonnějším bezpluchým 
ječmenem, který se v méně příznivých pěstitelských podmínkách svým výnosem často 
přibližuje i některým sladařským odrůdám [27]. Nevýhodou je vyšší náchylnost bezpluchého 
zrna k mechanickému poškození.    
Obecně je nahý ječmen svými chemickými a sladařskými vlastnostmi srovnatelný             
s ječmenem pluchatým, ale má o 3 % vyšší obsah extraktu, takže se z něj získá více sladiny      
a piva [28]. 
 
 
Tab. č. 2 Chemické složení zrna bezpluchého ječmene [27]: 
 
  
Typ škrobu N-látky (%) 
Vláknina 
nerozpustná 
(%) 
Vláknina 
rozpustná 
(%) 
Sacharidy 
(%) 
KM 1910 stand. 11,3 7,9 9,4 58,3 
KM 2084 stand. 11,9 9,4 8,7 55 
KM 2283 stand. 11,0 9,2 9,7 55,5 
 
 
Tab.č.3 Porovnání složení zrn mezi odrůdami: 
 
α-amylaza 
(DU) 
β-amylaza 
(U/g) 
škrob (%) N-látky (%) 
KM 1910 
ječmen 0 283 59,8 2,32 
zelený slad 37 480 … … 
slad 46 387 … … 
Tolar 
ječmen 0 622 60,6 1,696 
zelený slad 53 1405 … … 
slad 55 1180 … … 
Jersey 
ječmen 0 405 59,6 1,9 
zelený slad 76 1154 … … 
slad 71 799 … … 
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3.2.2. Dusíkaté látky v ječmeni: 
 
Tvorba dusíkatých látek v ječmeni je založena na příjmu amoniaku a organických kyselin, 
které vznikly jako meziprodukty štěpení sacharidů. Syntéza proteinů a aminokyselin probíhá 
v systému enzymových reakcí za účasti ATP, ribonukleových kyselin a ribozomů [16].  
 
Dusíkaté látky lze rozdělit na:  
 
- Dusíkaté látky typu proteinů a jejich štěpných produktů (aminokyseliny, peptidy, 
peptony)  
 
- Dusíkaté látky nebílkovinné povahy (dusíkaté báze, složky fosfotidů, malé množství 
amidů a amonných solí), které nejsou složkami proteinů. 
 
Aminokyseliny: jsou nejjednodušší dusíkaté sloučeniny. Pro výživu lidí jsou důležité tzv. 
esenciální aminokyseliny (valin, leucin, izoleucin, threonin, methionin, lyzin, fenylalanin, 
tryptofan), které živočišný organismus není schopen syntetizovat. 
 
Proteiny: patří k faktorům pozitivně ovlivňujícím tvorbu a stabilitu pivní pěny, avšak 
mohou být příčinou vzniku pivních zákalů. Jsou to molekuly velkých rozměrů a jsou tvořeny 
řetězci aminokyselin vázaných peptidovou vazbou. Proteiny se dají klasifikovat z několika 
hledisek. Podle morfologického původu se rozlišují na proteiny endospermu, proteiny 
aleuronové vrstvy a proteiny zárodku. Podle biologické funkce se rozlišují na zásobní             
a metabolicky aktivní, dále se dělí podle velikosti na nízko a vysokomolekulární. Podle 
chemického složení se dělí na jednoduché proteiny a složené peptidy. Na základě fyzikálně 
chemických vlastností a rozpustnosti v různých rozpouštědlech se dělí na [69]:   
 
- Albuminy (leukosidy): rozpustné ve vodě, představují 4 % všech ječných proteinů. 
Během sladování se většina štěpí. 
 
- Globuliny (edestiny): rozpustné v roztocích elektrolytů (solí), představují asi 18 % 
celkových ječných bílkovin. Velký význam se přisuzuje β-globulinu (je možným 
původcem chladových zákalů piva). 
 
- Prolaminy (hordeiny): rozpustné ve vodných roztocích alkoholů. Tvoří asi 37 % - 50 % 
proteinů ječného zrna a nacházejí se především v aleuronové vrstvě jako zásobní 
proteiny. Během sladování se silně štěpí. 
 
- Gluteliny (gluteminy): zčásti rozpustné ve zředěných roztocích kyselin a zásad, tvoří    
37 % z veškerých bílkovin a nachází se především v aleuronové vrstvě, odkud téměř 
nezměněny přecházejí do mláta. Při jejich vyšším obsahu dochází k horšímu rozluštění 
sladu. Jsou známy jejich čtyři frakce [20].      
 
Albuminy a globuliny představují převážně strukturní a metabolické bílkoviny. Prolaminy 
jsou hlavní skupinou zásobních bílkovin s největším procentuálním zastoupením v zrnu [29]. 
Obsah bílkovin ve zralém zrnu ječmene bývá mezi 9 a 13 % suché váhy zrna [30].  
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Obsah proteinů (a obdobně i sacharidů) na odrůdě a agroekologických podmínkách v roce 
pěstování. 
 
 
3.3.   Proteomika 
 
Proteomika je vědní obor, který se zabývá systematickou analýzou proteinů z hlediska 
jejich identity, množství a funkcí [31, 62]. Proteomické studie zahrnují zpravidla tři základní 
kroky: vhodnou separační techniku, hmotnostní spektrometrii a bioinformatiku, která slouží 
jako klíč k identifikaci daného proteinu (viz obr. č.4). Hlavním cílem je identifikace proteinů 
včetně stanovení molekulové hmotnosti, sekvence (pořadí) aminokyselin a určení 
posttranslačních modifikací. V dnešní době lze získat významné informace o struktuře 
bílkoviny, aniž by bylo nutné mít protein ve zcela čisté formě. Přesto neexistuje žádná 
universální metoda na přípravu proteomického vzorku, ani na extrakci pro různé typy 
výchozích materiálů. Tradiční metodou analytické proteomiky je dvourozměrná gelová 
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, která se využívá k separaci proteinů i k získávání 
dvourozměrných map proteinů, které lze přímo využít k proteomické charakterizaci 
organismů. Proteinová mapa představuje dvourozměrný obraz znázorňující (v ideálním 
případě všechny) buněčné proteiny jako skvrny (spoty) [61]. 
Proteomika se během poslední doby stala jedním s nejdynamičtěji se rozvíjejících oborů 
v přírodních vědách, tento rozvoj byl umožněn zejména díky pokrokům hmotnostní 
spektrometrie, a to hlavně využitím nových ionizačních technik MALDI a ionizace 
elektrosprejem, ze které byla v roce 2002 udělena Nobelova cena K. Tanakovi a J. Fennovi. 
Mezi hmotnostně spektrometrické způsoby identifikace proteinů patří: stanovení molekulové 
hmotnosti intaktních proteinů, peptidové mapování, fragmentační analýza peptidů                   
a fermentační analýza intaktních bílkovin [31].  
  
 
 
 
 
                                    Obr. č. 4 Schéma proteomického studia 
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3.4. Separační techniky 
 
Separační techniky, na které byla zaměřena pozornost této práce, jsou jednorozměrná      
a dvourozměrná gelová elektroforéza. 
 
3.4.1.   Gelová elektroforéza proteinů 
 
Gelová elektroforéza patří mezi elektromigrační metody, které jsou důležitou skupinou 
metod pro analytické dělení směsí bílkovin. Díky polárním aminokyselinovým zbytkům 
bílkovinných řetězců, které mohou být ve vodném prostředí různě disociovány v závislosti na 
pH prostředí, se proteiny chovají jako látky amfoterní (amfolyty). V kyselém prostředí 
přijímají protony a mají kladný náboj. Při vysokém pH dochází k odštěpování protonů. 
Hodnota pH, při níž je počet kladných a záporných nábojů v molekule proteinu stejný,          
tj. molekula se na venek projevuje jako elektricky neutrální, se nazývá izoelektrický bod 
(označuje se pI). 
Elektromigrační metody jsou tedy založeny na pohybu makromolekuly v elektrickém poli. 
Ten je způsoben nenulovou hodnotou celkového náboje molekuly v daném prostředí. Hnací 
silou je působení elektrického pole; proti pohybu molekul vyvolanému elektrickým polem 
působí tření – odpor prostředí. Výslednicí těchto sil je pohyb molekul v elektrickém poli 
konstantní rychlostí. Podstatou elektroforézy je dělení nabitých částic na základě jejich 
různých elektroforetických pohyblivostí [32]. 
Gelová elektroforéza využívá agarosové nebo polyakrylamidové gely. Agarosa je 
polysacharid z mořských řas. Jde o lineární polymer galaktosy a 3,6-anhydrogalaktosy. 
Rozpouští se v horké vodě a po ochlazení tuhne. Elektroforéza v agarosovém gelu se využívá 
především pro separaci nukleových kyselin.   
 
3.4.2. Elektoforéza  v polyakrylamidovém gelu (PAGE) 
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu patří v současnosti k nejčastěji používaným 
elektroforetickým technikám k analýze proteinů. PAGE se často využívá v analytice proteinů, 
a to ke zjištění homogenity preparátu a různých stupních isolačního postupu a k částečně 
fyzikálně-chemické charakterizaci proteinu. 
Úspěšnost elektroforetické separace závisí na volbě vhodných podmínek, zejména na 
použitém pH.  
Látky, které se nacházejí v izoelektrickém stavu, nenesou žádný vnější náboj a nebudou se 
proto v elektrickém poli pohybovat. Naopak látky nesoucí náboje se budou pohybovat 
směrem k elektrodě s opačným nábojem, tedy kationty ke katodě a anionty k anodě. Velice 
důležitým faktorem při elektroforéze na nosičích, a tedy i při PAGE, je koncentrace gelu, 
resp. stupeň zesítění gelu. Gel s většími či menšími póry je mechanickou překážkou pro 
molekuly určité velikosti. Má-li se tedy separovaná směs dělit pouze na základě velikosti 
nábojů, nesmí gel bránit molekulám v jejich průchodu. V případě různé velikosti 
separovaných molekul se pak vhodně zvolená koncentrace gelu (porosita) stává dalším 
faktorem ovlivňující separaci. 
Gel se připravuje polymerací akrylamidu; je inertní, je omezeno rozšiřování zón difuzí, 
má dobrou mechanickou pevnost, je průhledný. Postupem přípravy lze regulovat hustotu 
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síťování gelu [33]. Gel se nalévá mezi dvě skleněné destičky, po stranách se umístí spacery    
a na horní stranu hřebínek. Zvolí se hřebínek s dostatečným členěním, čím více bude hřebínek 
členitý, tím více vzorků můžeme analyzovat. Jednotlivé vzorky můžeme mezi sebou 
porovnávat. Separované látky postupují shora dolů (jedná se o vertikální a horizontální 
systém, u proteinů pak většinou o vertikální). Dobrého výsledku separace lze dosáhnout 
pouze tehdy, jsou-li jednotlivé zóny látek dostatečně vzdáleny a vzájemně se neprolínají. 
3.4.3. SDS elektroforéza 
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným (SDS) je 
elektroforetický způsob separace na základě velikosti molekul separovaných látek, jehož 
použití je vymezeno specielně pro proteiny. Dodecylsulfát sodný je ionogenní detergent, který 
uděluje v podmínkách separace proteinům záporný náboj, jehož velikost je (s jistou 
aproximací) úměrná velikosti molekul, resp. jejich relativní molekulové hmotnosti (poměr 
náboj/hmotnost je víceméně konstantní) [34]. Dodecylsulfát sodný se váže na proteiny 
v poměru 1,4 g SDS na 1 g proteinu, vznikají tak asociáty, které mají stejný náboj a přibližně 
tyčinkový tvar [33].   
 
3.4.4. 2D elektroforéza 
 
K dokonalejší separaci bílkovin se využívá kombinace izoelektrické fokusace (IEF) 
s gelovou elektroforézou – dvojrozměrná elektroforéza (2DE). Tato technika poskytuje 
efektivní separaci komplexní směsi proteinů [35]. Směs proteinů je nejprve separována IEF   
v přítomnosti močoviny na tzv. stripu gelu (proteiny migrují do bodu, kde nemají žádný 
náboj, pH v tomto bodě odpovídá jejich isoelektrickému bodu pI). Následně je IEF gel 
přenesen na gel pro SDS-PAGE (přídavek rekukčního činidla a dodecylsulfátu sodného 
analyzované proteiny denaturují a propůjčí jim negativní náboj potřebný pro jejich 
elektroforetickou migraci v elektrickém poli) a elektroforéza proběhne ve směru 2. dimenze 
(90o vůči               1. dimenzi) [36,70]. Proteiny migrují ve druhém rozměru v závislosti na 
své velikosti. Rutinně lze takto separovat 1000 – 2000 proteinů v závislosti na formátu gelu. 
Poprvé byla tato technika popsána O’Farrelem [63] a Klosem [64] už v roce 1975,         
ale opravdu širokého rozšíření dosáhla až v posledních letech. Jde o instrumentálně náročnou 
techniku, jejímž výsledkem je dvourozměrná mapa skvrn proteinů, jejichž polohu v jednom 
směru určuje izoelektrický bod a ve druhém směru ji determinuje jejich elektroforetická 
pohyblivost, která je funkcí jejich molekulových hmotností [70].  
 
3.4.5. Detekce a vizualizace bílkovin v gelech 
 
Pro vizualizaci separovaných proteinů se používá několik technik barvení. Mezi 
nejpoužívanější techniky barvení, které se liší citlivostí a náročností provedení patří: barvení 
modrým barvivem Commassie Brilliant Blue a barvení stříbrem. Barvení musí být citlivé,  
aby bylo dosaženo i vizualizace proteinů s nízkými molekulovými hmotnostmi, ale zároveň 
musí být vhodné i pro další MS analýzu [37]. 
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1) Commassie Brilliant Blue (CBB) 
Je nespecifické kvantitativní barvení. Vykazuje různou účinnost na různé proteiny. Barví: 
lysin, arginin, histidin, tyrozin (tryptofan, leucin). Jde o citlivou a jednoduchou metodu 
barvení proteinů. Princip barvení je ten, že protein musí být zafixován v gelu [37]. Gel se 
ponoří do roztoku barvy a nechá se několik hodin mírně třepat. Po obarvení se omyje barva 
navázaná na pozadí. Na gelu zůstane barva jen tam, kde se navázala na fixovaný protein. 
 
- Klasická CBB (CBB-R250) 
Barvení se provádí v kyselém prostředí (7 % kyselina octová) v přítomnosti alkoholu. 
Citlivost je asi 50-100 ng. Odbarvování se provádí roztokem methanolu a kyseliny octové. 
Výhodou tohoto typu barvení je nízká cena. 
 
- Koloidní CBB (CBB-G250) 
Je citlivější než klasická CBB, její citlivost je 10-30 ng. Výhodou je dobrá kvantifikace, 
nevýhodou středně vysoká cena. Koloidní barvení se provádí 0,08 % CBB    v prostředí 8 % 
síranu amonného, 1,6 % kyseliny fosforečné a 20 % (v/v) methanolu. Odbarvuje se 
destilovanou vodou. 
 
2) Barvení stříbrem 
Nejedná se o kvantitativní barvení. Ag+  ionty se v proteinech vážou na -SH a -COOH 
skupiny. Barví: lysin, arginin, histidin, tyrozin, tryptofan. Každý protein se tedy stříbrem 
barví v závislosti na aminokyselinovém složení. Uvádí se, že je až 50 až 100 krát citlivější než 
Commassie, ale samotné barvení je mnohem obtížnější. Jedná se o vícekrokový postup [38]. 
Principem je redukce dusičnanu stříbrného na kovové stříbro. Proteinové pásy se vizualizují 
jako žluté, oranžové, přes hnědou až k černým. Je to dáno rozptylem světla na 
vyredukovaných částečkách stříbra.  Existuje několik variant barvení, ale pouze některé z nich 
jsou vhodné pro MALDI-MS [39]. 
  
 
3.5 Hmotností spektrometrie 
Jednou ze základních charakteristických vlastností, která definuje látky nízkomolekulární 
i makromolekulární, je jejich molekulová hmotnost. Hmotnostní spektrometrie je metoda, 
jejímž principem je rozdělení iontů podle jejich tzv. efektivních hmotností (m/z, kde m je 
hmotnost iontu a z  je jeho náboj). Základní uspořádání hmotnostního spektrometru obsahuje 
tři klíčové součásti: zdroj iontů (který poskytuje ionty analyzovaných sloučenin), jejich 
analyzátor (který pomocí elektromagnetického pole třídí ionty na základě rozdílů v hodnotě 
m/z) a detektor. Hmotnostní spektrometrie je rychlá, citlivá, specifická metoda s jednoduchou 
interpretací dat. Principem je ionizace látek (analytů) v evakuované komoře, jejich převedení 
do plynné fáze a pak rozdělení buď v prostoru, nebo v čase podle poměru jejich hmotnosti      
a náboje. 
Kvantitativní analýza spočívá v měření počtu určitých iontů (plochy nebo výšky jejich 
píku). Záznam četnosti výskytu jednotlivých iontů se pak nazývá hmotnostní spektrum. 
Ionizační techniky jsou voleny dle charakteru analyzovaného vzorku a analytických 
požadavků. Pro velké molekuly je zapotřebí speciálního způsobu ionizace, aby nedocházelo 
k fragmentacím a byla možná jejich ionizace v pevné fázi. Technika, na kterou je zaměřena 
24 
 
pozornost této práce je desorpce a ionizace laserem v přítomnosti matrice (matrix-assisted 
laser desorption/ionization, MALDI) řadící se mezi tzv. měkké či šetrné ionizace. 
 
3.5.1 Hmotnostní spektrometrie s ionizací laserem v přítomnosti matrice 
  (MALDI-MS)  
 
Matrice se k desorpci a ionizaci velkých biomolekul začaly využívat koncem osmdesátých 
let 20. století. První použití matrice ukázali F. Hillenkamp a M. Karas, pro analýzu bílkovin 
jako matrici použili kyselinu nikotinovou a laser s vlnovou délkou 266 nm. První proteiny 
analyzované touto metodou byly chymotrypsinogen o hmotnosti 25 717 Da, karboxypeptidasa 
A (34 472 Da) a cytochrom c (12 384 Da) [65]. Za rozvoj analýzy biomolekul metodou 
laserové desorpce a ionizace byla K. Tanakovi udělena v roce 2002 Nobelova cena za chemii 
[66]. 
Matrice jsou klíčovou součástí této hmotnostně spektrometrické metody. Přítomnost 
martice, nejčastěji slabé kyseliny, zajišťuje desorpci a ionizaci velkých molekul analytu, aniž 
by přitom došlo k jejich fragmentaci. Pro desorpci a ionizaci velkých makromolekul je nutná 
správná kombinace vlnové délky a energie laseru, chemických a fyzikálních vlastností 
matrice, jako absorbance, přestup tepla, rozpustnosti v daném rozpouštědle a na chemické 
struktuře molekul analytu a použité matrice [50].  Příprava vzorku spočívá v nanesení analytu 
s matricí (v poměru koncentrací cca. 1:104) na speciální kovovou destičku, kde se nechají 
společně vykrystalizovat. Matrice absorbuje energii laserového pulzu (1-10 ns) a šetrně ji 
předá molekulám analytu (viz. obrázek č.5). Takto přednostně vznikají v plynné fázi 
protonované molekulové ionty analytu s výrazně nižší energií, než při ionizaci laserem 
v nepřítomnosti matrice [40].  
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 5 Schéma Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) 
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Výhodou tvorby pouze molekulových iontů je možnost aplikace metody při analýze 
směsí, která tak není komplikovaná přítomností vícečetných signálů [41, 42].  
Mechanismus ionizace není doposud znám. Na průběh ionizace existují dva  
názory – ionty se tvoří buď v pevné fázi, nebo až v plynném skupenství. Ve skutečnosti 
probíhají oba procesy, a to v různě velké míře podle toho, o jaký se jedná vzorek a jaká 
matrice byla použita [43]. 
MALDI vyniká nízkými nároky na spotřebu vzorku: příprava krystalů matrice-analyt 
vyžaduje piko - až mikro - moly stanovované látky [44].  
 
3.5.2 Hmotnostní analyzátor „doby letu“ (Time of flight - TOF) 
 
Hmotnostní spektrometr pro MALDI  se skládá z iontového zdroje, analyzátoru                 
a vyhodnocovacího zařízení. Dnešní přístroje jsou kompletně ovládány a řízeny počítačem. 
MALDI  je v současnosti nejčastěji používána s hmotnostním analyzátorem TOF (Time of 
flight, analyzátor doby letu). Ionty analytu jsou urychleny silným elektrickým polem         
(25-30 kV) a přes uzemněnou mřížku vstupují do evakuované letové trubice. V tomto 
prostoru, bez přítomnosti silového pole, se ionty pohybují rychlosti charakteristickou pro 
jejich hmotnost. Na konci trubice je detekována doba letu jednotlivých iontů, která je za 
daných podmínek úměrná hodnotě (m/z) a je tedy mírou hmotnosti analytu [45]. Vztah mezi 
dobou letu a hmotností iontu je popsán rovnicí  
 
Vez
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..2
.= ,     (2) 
 
kde t je doba letu, L je  dráha mezi iontovým zdrojem a detektorem,  m hmotnost iontu, 
z náboj iontu, e elementární náboj iontu (1,602.10-19 C) a V urychlovací potenciál elektrického 
pole. Ze vztahu vyplývá, že skutečně měřenou veličinou není hmotnost, ale poměr 
hmotnost/náboj pro každý ion. Typické doby letu jsou v řádech několika mikrosekund až 
několika stovek mikrosekund.  
Analyzátor lze užít ve dvou módech. Pozitivní mód měří kladné ionty, negativní mód 
záporné ionty. Analyzátor pracuje v lineárním nebo reflektronovém uspořádání (viz. obrázek 
č.6). V prvním případě (lineární uspořádání) jsou ionty detekovány na konci přímého letu. 
Lineární mód se používá pro měření proteinů, má nižší rozlišení a je vhodný pro měření 
velkých molekul. Analyzátor doby letu byl vyvinut v padesátých letech 20. století. 
V hmotnostní spektrometrii velkých molekul jej poprvé použily MacFarlane a Torgerson       
v roce 1976, kteří jako iontový zdroj použily desorpci plazmou 252Cf. 
V druhém případě (reflektronové uspořádání) je zapojeno iontové zrcadlo, které zlepšuje 
rozlišení tím, že dopadající ionty odráží ke zpátečnímu letu po mírně odkloněné dráze            
k excentricky umístěnému detektoru. Sestává ze série mřížek nebo kruhových elektrod. Na ně 
je vloženo napětí, které postupně roste až k hodnotě o něco větší než je urychlovací napětí za 
iontovým zdrojem. Rozlišení se zvyšuje jednak prodloužením dráhy letu [46], jednak 
zaostřovacím efektem, neboť ionty se stejným poměrem hmotnost/náboj, ale vyšší kinetickou 
energií proniknou hlouběji do reflektronu, čímž se prodlouží doba letu vůči iontům s nižší 
kinetickou energií [47]. Rozšíření píků iontů způsobené počátečním rozptylem kinetické 
energie je nepříznivým jevem, který je pomocí reflektronového uspořádání korigován. To se 
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projeví především u velkých iontů. Přesnost stanovení molekulové hmotnosti závisí na 
velikosti analytu. Reflektronový mód používáme na měření peptidů. 
U polypeptidů s molekulovou hmotností větší než 40 kDA  lze dosáhnout přesnosti cca 
0,01 %, u biopolymerů nad touto hmotností je běžná přesnost 0,1 – 0,2 %.  Největší předností 
analyzátoru TOF je velký rozsah detekovaných hmotností (do cca 1 MDa). Kalibrace 
hmotnostního spektrometru se provádí pomocí definovaných referenčních sloučenin,         
buď metodou vnitřního standardu (přidáváním ke směsi analytu a matricí), většinou však 
oddělenou analýzou jako vnější standard.  
 
 
 
 
Obr. č. 6 Schéma hmotnostního spektrometru  MALDI-TOF 
 
 
V oblasti biologických věd je MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie v současné době 
využívána především k detekci a identifikaci proteinů [48], sekvenci DNA, identifikaci 
bodových mutací, sekvenaci peptidů [49] a identifikaci bakteriálních kmenů.  
 
3.5.3 Tandemový hmotnostní analyzátor TOF/TOF  
Time-of-flight/Time-of-flight analyzátor neboli tandemový TOF MS, je tvořen dvěma 
TOF akcelerátory, mezi které je umístěna kolizní cela. Tandemové spojení dvou nebo více 
hmotnostních analyzátorů bylo původně určeno výhradně pro studium fragmentačních iontů 
organických molekul [32]. Tato metoda je charakteristická svou citlivostí a vyšší selektivitou.  
Celá procedura začíná tím, že ze skupiny iontů různého druhu přítomných po ionizaci 
v iontovém zdroji vybereme iont, který patří molekule, kterou chceme identifikovat. Mluvíme 
tak o tzv. rodičovském iontu (k selekci a izolaci rodičovského iontu dochází v prvním 
akcelerátoru). Vybraný iont dále postupuje do kolizní cely, kde dochází ke srážkám 
s molekulami kolizního plynu (např. helium, argon) (Collision-Induced Decomposition, CID). 
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Dochází k rozsáhlým fragmentacím a generované fragmentovaná ionty tzv. dceřiné ionty jsou 
ve druhém TOF akcelerátoru detekovány (viz obr.č.7).  
 
 
 
 
Obr.č.7 Schéma tandemové hmotnostní spektrometrie 
 
3.5.4 Matrice 
 
Pro měření daného analytu je důležité najít vhodnou matrici. Matrice hrají klíčovou roli u 
mnohých hmotnostně spektrometrických metod [50]. Vhodnost matrice spočívá hlavně ve 
schopnosti získat co nejkvalitnější spektrum s velkou reprodukovatelností výsledků a co 
největším rozlišením. Velmi zjednodušeně platí, že pro hydrofilní látky jsou vhodné 
hydrofilní matrice, a opačně – pro hydrofobní látky hydrofobní matrice. Často to vyplývá 
z nutnosti nalézt vhodné rozpouštědlo, ale existují i další faktory, které nejsou dosud obecně 
vysvětleny [51]. Matrice by měla být rozpustná ve stejném rozpouštědle jako vzorek, aby 
během krystalizace byly tyto látky v kontaktu a také aby nedocházelo k inkorporaci molekul 
analytu do krystalů matrice. Matrice musí absorbovat vlnovou délku záření laseru. Se 
vzorkem by neměla reagovat – v případě peptidů nelze například používat matrice, které by 
mohly oxidovat sulfo-skupiny cysteinu a metioninu nebo aldehydy vytvářející 
s aminokyselinami Schiffovy báze. V přítomnosti laseru musí matrice vykazovat fotostabilitu. 
Dále je u matric důležitá přítomnost -OH skupin, které zajišťují ionizaci analytu [52]. Výběr 
matrice je tedy poměrně složitý a ve většině případů je nutné optimální podmínky hledat.  
Rovněž se volí matrice dle typu analyzovaných iontů. Jiná matrice se použije pro měření 
iontů v pozitivním módu, jiná pro měření iontů v negativní módu nebo pro analýzu 
fragmentových iontů v reflektronovém uspořádání [43].   Úspěšnost analýzy spočívá také 
v tom, jaké krystaly tvoří matrice samotná, jaké krystaly tvoří ve směsi s analytem a za jakých 
podmínek krystalizace probíhá. Optimální je homogenní krystalizace, jejíž krystaly jsou 
rovnoměrně rozmístěny po celé nanesené ploše. Taková matrice zajišťuje reprodukovatelné 
výsledky a lze ji použít i pro kvantitativní analýzy [53, 54].     
 
 
• Matrice použité pro analýzu proteinů a peptidů v této práci: 
 
a) Kyselina sinapová (3,5-dihydroxy-4-hydroxyskořicová kyselina, SA) 
Tato matrice se používá pro analýzu peptidů a bílkovin za použití UV laseru. S výhodou 
se používá u proteinů s hmotností větší než 10 000 Da. Literatura [45] uvádí meze použití 400 
– 100 000 Da. Pro analýzu proteinů je připravován roztok matrice ve směsi acetonitrilu 
s vodou. Při použití kyseliny sinapové neruší analýzu ani relativně vysoké koncentrace 
anorganických a organických sloučenin (koncentrace v rozmezí 2 – 200 mmol.l-1).  
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                                 Obr. č. 8 Kyselina sinapová, M = 224,22 Da 
 
 
b) Kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová (HCCA)  
Matrice se uplatňuje při identifikaci bílkovin metodou peptidového mapování (peptide 
mass fingerprinting). Její hlavní použití se zaměřuje na analýzu nízkomolekulárních peptidů o 
hmotnosti menší než 10 000 Da. HCCA vytváří několik mnohonásobně nabitých 
molekulárních iontů [55]. Reprodukovatelnost výsledků při použití této matrice velmi závisí 
na složení roztoku a způsobu přípravy vzorku [56]. 
 
 
                                                           
 
Obr. č. 9 Kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová, M = 189,17 Da 
 
 
• Výběr substrátu: 
Role substrátu v procesu ještě není dostatečně prostudována. Základní vlastností substrátu 
je vodivost. Vodivost je důležitá pro zachování homogenity elektrického pole při vypuzování 
iontů z iontového zdroje směrem k analyzátoru. Destičky na MALDI jsou zpravidla vyráběny 
z antikorozní oceli nebo hliníku. Tyto materiály jsou charakteristické inertností vůči použitým 
matricím a rozpouštědlům. Destičky musí být snadno čistitelné do hladkého povrchu, který je 
důležitý pro dobré rozlišení a vysokou přesnost určování hmotnosti. 
 
• Metody nanášení vzorku na destičku: 
I způsob nanesení vzorku na destičku výrazně ovlivňuje výsledky měření. Používají se 
zpravidla dva způsoby. Prvním způsobem je tzv. metoda ,,Dried-Droplet“ (DD), která byla 
zavedena autory Karasem a Hillenkampem [57]. Roztok vzorku je smíchám s matricí a pak je 
směs v množství 0,5 až 2 µl nanesena na destičku a usušena při laboratorní teplotě.              
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Pro urychlení můžeme použít proud vzduchu nebo vakuum. Výhoda této metody nanášení je 
její jednoduchost. Naopak nevýhoda je vylučování krystalů matrice a vzorku na obvodu 
vysušené kapky. 
Druhý způsob je označován jako ,,Thin layer” (TL). Na destičku nanášíme matrici            
a vzorek odděleně. Nejprve je nanesena matrice a až po odpaření rozpouštědla je nanesen 
roztok analytu. Předností této metody je vytvoření krystalické vrstvy 10 až 100 krát tenčí než 
u předchozí metody, což vede ke zlepšení rozlišení a správnosti určení molekulové hmotnosti. 
Příliš tenká vrstva však může vest k rychlé spotřebě materiálu během laserových pulsů, což je 
nežádoucí [58]. 
 
3.5.5  Identifikace proteinů metodou peptidového mapování 
Čím je molekulová hmotnost proteinů vyšší, tím je analýza obtížnější. Pro identifikaci 
proteinů se používá jejich specifické chemické či enzymatické štěpení a měření hmotnostních 
spekter proteolytických štěpů. Identifikace začíná separací proteinu z vyizolované směsi. 
Velmi důležitá je účinná separace. Nejčastěji jednorozměrnou nebo dvojrozměrnou 
elektroforézou, gel se obarvi, příslušné zóny se vyříznou, provede se redukce (obvykle 
dithiotreitolem), alkylace (jodacetamidem) a následně specifické štěpení; nejčastěji se využívá 
trypsin (štěpí řetězec za bazickými aminokyselinami Lys a Arg) nebo chymotrypsin (štěpí za 
aromatickými aminokyselinami) [48,67]. Následně se provede hmotnostní analýza vzniklé 
směsi peptidů. Získá se tak řada hodnot, které se zadají databáze (např. Mascot, Protein 
Prospector, Proteomics). Databáze pak hledají peptidové štěpy, které mají stejnou hmotnost 
jako zadané hodnoty. Pokud je primární struktura studovaného proteinu v databázi zadána, 
podaří se ji identifikovat. 
3.5.6  Sekvenování proteinů a peptidů 
 
Pomocí současných hmotnostních spektrometrů je možné stanovit hmotnost peptidu či 
proteinů s velkou přesností, ale ani takto velká přesnost často nestačí k jejich jednoznačné 
identifikaci. Tu lze zjistit sekvenováním polypeptidů pomocí tandemové hmotnostní 
spektrometrie (MS/MS). Peptidu, jehož sekvenci chceme určit, se dodá energie, která vyvolá 
fragmentaci, a následně se změří hmotnostní spektrum fragmentů. 
Peptidy a proteiny jsou většinou lineární polymery, přerušením jediné kovalentní vazby   
v řetězci vzniknou různé typy iontů v závislosti na místě přerušení peptidového řetězce. 
Přerušením vzniknou dvě částice, z nichž jedna obsahuje N- a druhá C-koncovou část 
peptidu. K tomu, aby byla vzniklá částice detegována, je potřeba, aby nesla náboj. Jestliže je 
náboj zadržen N-koncovou částí peptidu, ion je klasifikován jako a, b nebo c; je-li zadržen   
C-koncovou částí, je ion klasifikován jako x, y nebo z, a to podle vazby, v níž došlo 
k fragmentaci (viz obr.č.10) [67].  
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Obr.č.10 Schéma fragmentace 
 
 
Typy fragmentace: 
 
a) Fragmentace CID (Collision-induced decomposition) 
 
V současné době je nejčastěji používanou metodou fragmentace peptidu tzv. kolizí 
vyvolaná disociace, a to zejména ve spojení s trojitým kvadrupólem nebo TOF-TOF jako 
hmotnostními analyzátory. U TOF-TOF hmotnostního spektrometru první TOF analyzátor 
vybírá prekursorové ionty, které vstupují do kolizní cely mezi TOF analyzátory, a spektrum 
fragmentů je měřeno druhým TOF analyzátorem. Množství a typ fragmentových iontů závisí 
na hodnotě kolizní energie (až 800 eV). Čím je tato hodnota vyšší, tím více fragmentových 
iontů lze získat. Při vyšších hodnotách se objevují i fragmenty typu x a a, které se při nižších 
hodnotách nevygenerují [68]. 
 
b) Fragmentace ve zdroji (In-source decay, ISD) 
 
K rozpadu molekul na fragmenty dochází přímo v iontovém zdroji. Fragmentace je 
vyvolaná vysokou excitací analyzovaných molekul při ionizaci. Jde o vznik tzv. 
fokusovaných iontů. Tímto způsobem lze analyzovat pouze čisté látky, protože interpretace 
spekter, ve kterých by se vyskytovaly fragmenty několika prekurzorů, by byla velice obtížná. 
U MALDI lze ISD dosáhnout zvýšeným výkonem laseru [67]. Fragmenty ISD lze detekovat 
v lineárním uspořádání.  
 
c) Fragmentace za zdrojem (Post-source decay) 
 
Využívá jevu rozpadu iontů za iontovým zdrojem. Ionty, které opustí iontový zdroj, mají 
stejnou kinetickou energii. Kvůli rozdílům v desorpčních a ionizačních procesech mají různou 
vnitřní energii. Během jejich letu v oblasti bez elektrického pole se mohou některé ionty 
s vysokou vnitřní energií rozpadnout. Vzniklé fragmenty se pohybují stejnou rychlostí jako 
původní iont, jedná se o tzv. metastabilní či nefokusované ionty, které lze detekovat pouze 
v reflektronovém uspořádání. Jejich množství je přímo úměrné době, po kterou se zdržují 
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přímo ve zdroji (pro získání PSD spektra je tedy nutné minimalizovat ISD fragmentaci). 
V reflektronu dochází k jejich odražení v různých potenciálech elektrického pole. 
Fragmentované ionty vystupují z reflektronu se stejnou rychlostí jako ionty původní,           
ale v různých časech. Při sekvenaci peptidu se postupuje následujícím způsobem: trubicí 
detektoru se nechá procházet pouze iont, který chceme fragmentovat. Ostatní ionty se odchýlí 
z dráhy pomocí detektoru (,,iontové brány“), nevstupují do detektoru. Ve výsledném spektru 
lze pozorovat fragmenty vybraného iontu – peptidu a podle jejich hmotností lze určit jeho 
sekvenci [49]. Techniku MALDI PSD lze používat ke strukturní analýze sloučenin, největší 
oblast použití metody představuje určování a ověřování sekvence peptidů. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1. Seznam chemikálií 
 
Aceton, Lachema, Neratovice, ČR 
Acetonitril (ACN), Fluka, Buchs, Švýcarsko 
Akrylamid, Lachema, Neratovice, ČR 
Biolyt 3/10, BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Bromofenolová modř, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Commassie Brilliant Blue R (CBB R-250), Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Deionizovaná voda (DV) 
Dithiothreitol (DTT), Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Dodecylsulfát sodný (SDS), Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Dusičnan stříbrný (AgNO3), Fluka, Buchs, Švýcarsko  
Ethanol (EtOH), Merck Kvas, Darmstadt, Německo 
Formaldehyd, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo  
Glycerol, Lachema, Neratovice, ČR 
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]propan-1-sulfonát (CHAPS), BIO-RAD, Hercules, 
CA, USA 
Jodoacetamid, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Kyselina mravenčí, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Kyselina octová, Penta, Chrudim, ČR 
Kyselina trifluorooctová (TFA), Fluka, Buchs, Švýcarsko 
Kyselina trichloroctová (TCA), Fluka, Buchs, Švýcarsko 
2-Merkaptoethanol, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Methanol, Penta, Chrudim, ČR 
Močovina, BIO-RAD, Hercules, CA, USA  
N, N’- Mythylenbisakrylamid (Bisakrylamid), Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
N, N, N’, N’- Tetramethylethyldiamin (TEMED), Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Persíran amonný, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Thiosíran sodný (Na2S2O3), Lachema, Neratovice, ČR 
Tris, Sigma - Aldrich, Schnelldorf, Německo 
Uhličitan sodný (Na2CO3), Lachema, Neratovice, ČR  
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4.2. Materiál 
 
Jako výchozí materiál pro extrakci proteinů byly použity pomleté obilky ječmene (zrno, 
zelený slad, slad a vzorky odebrané v průběhu sladování – první až pátý den). Pro účel této 
práce byl použit ječmen odrůdy Jersey. Pozornost byla soustředěna na bílkoviny rozpustné ve 
vodě. 
 
4.3. Extrakce bílkovin pro 1D elektroforézu v polyakrylamidovém gelu 
 
Navážka ječmene 50 mg byla extrahována deionizovanou vodou, čímž došlo k extrakci 
proteinů rozpustných ve vodě. Extrakce byla provedena dvakrát s 0,5 ml deionizované vody 
na třepačce po dobu 30 minut při laboratorní teplotě. Extrakty byly odstředěny při 13 000 g 
po dobu 10 minut. Po odstředění byly extrakty spojeny a vysušeny na vakuové odparce.  
 
4.4.  1D elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (1D PAGE)  
 
Vysušené extrakty byly rozpuštěny ve 150 µl vzorkovacího pufru (Laemmli Sample 
Buffer, BIO-RAD: 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 25 % glycerol, 2 % dodecylsulfát sodný,  
0,01 % bromofenolová modř), který byl smíchán v poměru 19:1 s β-merkaptoethanolem. 
Vzorek byl povařen 10 minut a množství tohoto vzorku (množství vzorku v µl se volí podle 
velikosti gelu) bylo naneseno na polyakrylamidový gel. Pro separaci bílkovin byly použity 
komerční gely od firmy BIO-RAD a nalévané gely; 12,5 %, 15 % (Tris – HCl, BIO-RAD)     
a gradientové gely (4 - 20 % Tris – HCl, BIO-RAD). Rozměry nalévaných gelů byly 
kompetentní s použitou aparaturou: rozměry gelu pro aparaturu Mini PROTEAN 3 Cell od 
firmy BIO-RAD byla 70 mm x 100 mm x 1 mm a rozměry gelu pro aparaturu OWL 
Separation Systems byla 140 mm x 120 mm x 1,5 mm. 
 
- Nalévání gelu: 
Gel připravený na elektroforézu se skládal ze dvou částí, separačního gelu a gelu 
zaostřovacího.  
 
Separační gel (12,5 %) se připravil smícháním 25 ml roztoku A (A:30 g akrylamidu        
a 0,8 g bisakrylamidu bylo doplněno do 100 ml destilovanou vodou), 30 ml roztoku C         
(C: 9,1 g TRIS byl rozpuštěno v 50 ml destilované vody, dotitrováno koncentrovanou HCl na 
pH 8,8 a doplněno do 100 ml destilovanou vodou), 0,6 ml roztoku B (B: 10 g dodecylsulfálu 
sodného bylo doplněno do 100 ml destilovanou vodou), 3,8 ml destilované vody, 20 µl 
TEMEDU a 0,15 ml roztoku F (F: 0,1 g persíranu amonného bylo doplněno do 1 ml 
destilovanou vodou). Takto připravený gelový roztok se nalil mezi dvě skla a nechal se 
polymerovat. Po ztuhnutí se na vrstvu separačního gelu opatrně nalil gel zaostřovací   
(viz.obr. č.11). 
 
Zaostřovací gel se připravil smícháním 1,8 ml roztoku A, 5 ml roztoku D (D:3 g TRIS 
byly rozpuštěny v 50 ml destilované vody, roztok byl dotitrován koncentrovanou HCl na     
pH 6,8 a doplněn do 100ml destilovanou vodou), 0,1 ml roztoku B, 3 ml destilované vody,   
10 µl TEMEDU a 0,15 ml roztoku F. Roztoky A, B a F byly stejné jako u separačního gelu. 
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Ihned po nalití zaostřovacího gelu byl opatrně vložen mezi skla hřebínek, který vytvořil 
v gelu jamky na dávkování vzorků.   
 
 
 
 
 
Obr. 11A: 1-jamka v gelu pro vzorek, 2-skla mezi které naléváme gel, 3-polyakrylamidový 
gel, 4-plastové spacery.11B: 1-nalévání separačního gelu, 2-nalévání zaostřovacího gelu,    
3-hřebínek, 4- manipulace je prováděna opatrně 
 
 
Po ztuhnutí zaostřovacího gelu byl hřebínek opatrně vytažen, aby nedošlo k poškození 
jamek, následně byl na gel nalit elektrodový pufr (příprava elektrodového pufru: 3 g TRIS, 
14,4 g glycinu a 1 g dodecylsulfátu sodného byl rozpuštěn v 1000 ml destilované vody) a do 
jamek byly pomocí mikropipet naneseny vzorky, do krajních jamek byly zpravidla naneseny 
standardy (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, BIO-RAD nebo SDS-
PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range, BIO-RAD). Elektroforéza byla provedena 
na aparatuře Mini PROTEAN 3 Cell od firmy BIO-RAD a na aparatuře Owl Separation 
Systems za konstantního napětí 180 V. Po proběhnutí analýzy byl gel zafixován ve fixačním 
roztoku (fixační roztok byl zvolen podle způsobu barvení gelu). 
 
- Barvení gelu: 
K barvení bílkovin v gelu bylo použito barvivo Commassie Brilliant Blue R-250 a barvivo 
Commassie Brilliant Blue G-250. 
 
a) Barvení barvivem Commassie Brilliant Blue R-250 
Před samotným barvením byly proteiny v gelu fixovány fixačním roztokem (45 % 
methanol, 5 % kyselina octová a destilovaná voda) a gel byl dvakrát omyt destilovanou 
vodou. Následně byl vložen do barvicí směsi (0,025 % Commassie Brilliant Blue R-250,      
40 % methanol, 7 % kyselina octová a destilovaná voda), ve které se za mírného třepání 
nechal barvit, dokud nebyly vidět na gelu bandy standardů i vzorků. Po obarvení se gel nechal 
30 minut odbarvovat v odbarvovacím roztoku č.1 (40 % methanol, 7 % kyselina octová               
a destilovaná voda) a potom, dokud nebylo pozadí průsvitné, v odbarvovacím roztoku č.2     
(7 %  kyselina octová, 5 % methanol a destilovaná voda). 
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b) Barvení barvivem Commassie Brilliant Blue G-250  
Před barvením byl gel 20 minut fixován 12 % roztokem kyseliny trichloroctové a omyt 
destilovanou vodou (třikrát po 5 minutách). Samotné barvení barvicím roztokem (0,08 %  
Commassie Brilliant Blue G-250, 8 % síran amonný, 1,6 % kyselina fosforečná a 20 % 
methanol; byla použita komerční barvicí směs od firmy Fermentas, Vilnius, Litva) probíhalo 
za mírného třepání přes noc. Po obarvení se gel odbarvoval destilovanou vodou tak dlouho, 
dokud nebylo pozadí gelu průsvitné.   
 
4.5.  Extrakce bílkovin pro 2D elektroforézu v polyakrylamidovém gelu 
 
Pro 2D gelovou elektroforézu byly použity stejné vzorky ječmene jako pro 1D gelovou 
elektroforézu. Navážka 100 mg ječmene byla extrahována 0,5 ml deionizované vody na 
třepačce po dobu 2 hodin při laboratorní teplotě. Extrakt byl odstředěn při 14 000 g po dobu 
15 minut. Po odstředění byl supernatant přenesen do čisté mikrozkumavky. Supernatant byl 
opět odstředěn při 14 000 g po dobu 5 minut. 
 
- Srážení: 
Následovalo srážení supernatantu, které se provádělo roztokem 10 % kyseliny 
trichloroctové v acetonu a 1,2 % (w/v) dithiothreitolu v poměru 1:3. Srážení probíhalo při 
teplotě -20 °C přes noc. Po srážení byla sraženina odstředěna při 10 000 g po dobu 5 minut. 
Supernatant byl odstraněn a sediment byl dvakrát promyt acetonem (centrifugace při 10 000 g 
po dobu 1 minuty) a následně vysušen na vakuové odparce. 
 
- Rehydratace: 
Vysušená sraženina byla rozpuštěna v rehydratačním pufru (8 M močovina, 50 mM 
dithiothreitol, 2 % chaps, 0,2 % biolyt, bromfenolová modř) a následně odstředěna při   
14 000 g po dobu 3 minut. 125 µl takto vzniklého supernatantu bylo přeneseno na strip gelu 
(lineární, ReadyStrip IPG STRIP, 7 cm, 3-10 pI, BIO-RAD), strip gelu byl pokryt kvůli 
vysychání 1 ml minerálního oleje. Rehydratace proběhla přes noc.  
 
4.6.  2D elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2D PAGE) 
 
- Isoelektrická fokusace: 
Po rehydrataci se strip gelu přenesl do fokusátoru. Fokusace byla provedena na fokusátoru 
PROTEAN IEF Cell od firmy BIO-RAD. Fokusace proběhla v několika na sebe navazujících 
krocích [35] po dobu několika hodin. Po fokusaci byl strip gelu uchován přes noc v mrazicím 
boxu při teplotě -20 °C. 
 
- Ekvilibrace:  
 Strip gelu byl rozmražen na laboratorní teplotu a ekvilibrován v následujících roztocích. 
Nejprve po dobu 10 minut v roztoku prvního ekvilibračního pufru (6 M močovina, 2 % 
dodecylsulfát sodný, 0,375 M Tris-HCl (pH 8,8), 20 % glycerol, 2 % (v/v) dithiothreitol), 
potom dalších 10 minut v roztoku druhého ekvilibračního pufru (6 M močovina, 2 % 
dodecylsulfát sodný, 0,375 M Tris-HCl (pH 8,8), 20 % glycerol, 2,5 % (v/v) jodoacetamid). 
Po proběhnutí ekvilibrace byl strip gelu umístěn na separační gel, kde proběhla separace ve 
druhém směru. Přechod mezi stripem gelu a separačním gelem byl zprostředkován agarózou 
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(viz obr.č.12). Do krajní jamky, určené pro standard, byl nanesen standard (SDS-PAGE 
Molecular Weight Standards, Low Range, BIO-RAD nebo SDS-PAGE Molecular Weight 
Standards, Broad Range, BIO-RAD). Elektroforéza byla provedena na aparatuře Mini 
PROTEAN 3 Cell od firmy BIO-RAD za konstantního napětí 180 V. Po proběhnutí 
elektroforézy byly proteiny v gelu 20 minut fixovány 12 % roztokem kyseliny trichloroctové, 
omyty destilovanou vodou (třikrát po dobu 5 minut) a obarveny barvicím roztokem 
Commassie Brilliant Blue G-250. 
 
Obr.12: 1- isoelektricky fokusovaný strip gelu, 2-SDS gel 
     
               
4.7.  Příprava vzorku pro hmotnostně spektrometrickou analýzu  
 
Vzorky pro hmotnostně spektrometrickou analýzu byly připraveny podle návodu 
Shevchenka a Fernandez-Patrona [59, 60]. 
  
- Vyříznutí proteinů z gelu: 
Po separaci pomocí 1D PAGE byl gel omyt ve vodě. Skalpelem byly vyříznuty spoty 
proteinů. Byl vyříznut rovněž kousek gelu z oblasti, která neobsahuje proteiny (kontrolní 
pokus – blank). Vyříznuté kousky gelu byly nakrájeny na kostičky o velikosti asi 1 x 1 mm    
a přeneseny do mikrozkumavky.  
 
- Omývání kousků gelu: 
Kousky gelu byly omyty ve vodě a směsi acetonitril/voda, 1:1, v/v (dvakrát po                
15 minutách). Použité množství rozpouštědla pro omytí bylo asi 30 µl – přibližně 
dvojnásobek objemu gelu. Po omytí byla kapalina odstraněna a kousky gelu byly převrstveny 
acetonitrilem. Až se kousky gelu srazily (zbělaly a slepily k sobě), byl acetonitril odstraněn a 
kousky gelu byly rehydratovány 0,1 M hydrogenuhličitanem amonným (NH4HCO3). Po         
5 minutách byl přidán stejný objem acetonitrilu, aby byly kousky inkubovány v roztoku 0,1 M 
NH4HCO3/acetonitril, 1:1, v/v. Po 15 minutách byla odstraněna veškerá kapalina a kousky 
gelu byly vysušeny na vakuové odparce.  
 
- Redukce a alkylace: 
K vysušeným kouskům gelu bylo přidáno 30 µl roztoku dithiotreitolu v 0,1 M NH4HCO3. 
Proteiny byly redukovány 45 minut při 56 °C. Mikrozkumavky byly ochlazeny na laboratorní 
teplotu. Kapalina byla odstraněna a nahrazena stejným objemem 55 mM roztoku 
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jodoacetamidu v 0,1 M NH4HCO3. Mikrozkumavky byly ponechány 30 minut ve tmě při 
laboratorní teplotě. Po odstranění roztoku jodoacetamidu byly kousky promývány směsí      
0,1 M NH4HCO3/acetonitril, 1:1, v/v (dvakrát po 15 minutách). Toto omývání bylo 
opakováno až do odbarvení kousků gelu. 
 
- Štěpení v gelu: 
Kousky gelu byly vysušeny ve vakuové odparce a při 4 °C převrstveny 30 µl roztoku 
obsahujícího 50 mM NH4HCO3, 5 mM CaCl2 a 12 ng/ml chymotrypsinu. Roztok byl částečně 
absorbován gelem. Po 45 minutách byl supernatant odstraněn a kousky gelu převrstveny 
stejným roztokem, avšak neobsahujícím chymotrypsin (tedy roztokem obsahujícím pouze    
50 mM NH4HCO3 a 5 mM CaCl2). Enzymatické štěpení probíhalo při 37 °C přes noc. 
 
- Extrakce peptidů: 
Během nočního enzymatického štěpení došlo k uvolnění hlavního podílu peptidů z gelu 
do roztoku. Zbylé peptidy byly extrahovány z gelu přidáním dostatečného objemu 25 mM 
NH4HCO3 k převrstvení kousků gelů (asi 30 µl). Po 15 minutách byl přidán stejný objem 
acetonitrilu a po dalších 15 minutách byl veškerý roztok odstraněn (nevyhazuje se, přidává se 
k hlavnímu peptidovému podílu). Extrakce byla ještě dvakrát opakována směsí 5 % kyselina 
mravenčí/acetonitril 1:1 v/v, supernatant byl smíchán s hlavním peptidovým podílem              
a vysušen na vakuové odparce.  
 
-  Analýza peptidů hmotnostní spektrometrií: 
Peptidy byly rozpuštěny ve 20 µl 0,1 % kyseliny trifluorooctové a následně přečištěny 
pomocí pipetových špiček ZipTip C18 (Millipore, USA) a metodou TL (thin layer, postupné 
nanášení) naneseny na destičku. Nanášené množství bylo 0,3 µl vzorku a 0,3 µl matrice. Jako 
matrice byla použita kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová (koncentrace: 6 mg/ ml, 
rozpouštědlo: acetonitril/0,1 % kyselina trifluorooctová, 1:1, v/v).  
 
4.8.  Hmotnostní spektrometrie 
 
Hmotnostní spektra byla měřena na hmotnostním spektrometru MALDI TOF/TOF (4700 
Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, USA). Přístroj je vybaven Nd:YAG 
laserem emitujícím záření o vlnové délce 355 nm, laserové pulsy jsou vysílány v časových 
periodách 3-7 ns. MS/MS experimenty byly prováděny na stejném přístroji a jako kolizní plyn 
byla použita atmosféra.  
 
 
4.9.  Příprava vzorků na měření intaktních proteinů 
 
Navážka ječmene 60 mg byla extrahována deionizovanou vodou, aby došlo k uvolnění 
proteinů rozpustných ve vodě. Extrakce byla provedena 1 ml deionizované vody na třepačce 
po dobu 45 minut při laboratorní teplotě. Extrakty byly odstředěny při 13 000 g po dobu       
10 minut. Po odstředění byly extrakty koncentrovány na vakuové odparce asi na polovinu 
původního množství (cca 0,5 ml). Následně byly koncentrované extrakty přeneseny pomocí 
mikropipet do nanosepů (Nanosep Centrifugal Devices, 3000 Da MWCO- molecular weight 
cut off, od firmy: Pall Life Sciences, Dreieich, Německo), nanosepy byly odstředěny při 
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10 000 g po dobu 20 minut. (Nanosep je odstředivé zařízení obsahující membránu, která 
propouští proteiny o nízké molekulové hmotnosti. Používá se pro rychlou a pohodlnou 
koncentraci, rozdělení a odsolení vzorků). Po odstředění byly vzorky odebrány z horních dílů 
nanosepů  a metodou TL (postupného nanášení) naneseny na destičku. Nanášené množství 
bylo 0,3 µl vzorku a 0,3 µl matrice. Jako matrice byla použita kyselina sinapová (koncentrace: 
20 mg/ml, rozpouštědlo: acetonitril/0,1 % kyselina trifluorooctová, 3:2, v/v). Hmotnostní 
spektra byla naměřena na hmotnostním spektrometru MALDI TOF/TOF v pozitivním 
iontovém módu při lineárním uspořádání.  
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5. VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
V proteomické analýze je nutné, před vlastní analýzou pomocí hmotnostní spektrometrie, 
komplexní vzorky nejdříve separovat. V této práci byly využity separační techniky 
jednorozměrná (SDS-PAGE) a dvojrozměrná (2D PAGE) gelová elektroforéza.   
 
5.1. Separace proteinů 1D (SDS-PAGE) elektroforézou 
 
Jedná se o elektroforetický způsob separace na základě velikosti molekul separovaných 
látek (viz kapitola 3.4.3.). V prvním kroku je nutné určit, jaké množství vzorku se bude 
dávkovat na gel a v následujícím kroku jakým barvivem se separované proteiny zafixované 
v gelu budou barvit (způsob fixace je závislý na použitém barvivu). 
5.1.1. Optimalizace dávkování vzorku 
 
Pro optimalizaci dávkování na 12,5 % TRIS-HCl gel byly vybrány dva vzorky – pomleté 
obilky zrna a pomleté obilky hotového sladu, které se na gel nadávkovaly v různém množství. 
Zrno a hotový slad byl vybrán záměrně, protože reprezentují počáteční a konečný stav 
procesu sladování. 
 
 
a) Pomleté obilky zrna ječmene odrůdy Jersey (obr. č.13) 
 
 
 
 
Obr.č.13 Na odrázku je znázorněno rostoucí dávkování vzorku na gel od 4 – 11 µl,                
A-standard 
  
 
Na gelu je vidět, že rostoucí množství nadávkovaného vzorku na gel, způsobuje lepší 
viditelnost separovaných proteinů. 
 
A A 
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b) Pomleté obilky sladu ječmene odrůdy Jersey (obr. č.14) 
 
 
 
 
Obr.č.14 Rostoucí dávkování vzorku na gel od 5-12 µl, A-standard 
 
 
Za daných podmínek bylo zvoleno (jak u zrna, tak u sladu) pro uvedený formát gelu 
dávkování 10 µl vzorku na gel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A A 
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5.1.2. Vizualizace proteinů 
 
Porovnání dvou nejčastěji používaných technik barvení, klasické CBB (CBB-R250)         
a koloidní CBB (CBB-G250), lišících se především citlivostí a provedením (viz kapitola 4.4.). 
 
 
a) Barvení barvivem Commassie Brilliant Blue R-250 (obr. č.15) 
 
 
 
 
b) Barvení barvivem Commassie Brilliant Blue G-250 (obr. č.16) 
 
 
 
Obr. č. 15 a 16: A – standard, B – zrno, C – odběr ze 3.dne sladování, D – hotový slad 
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Porovnáním barvicích směsí bylo zjištěno, že pro účely této práce je výhodnější použít 
barvivo Commassie Brilliant Blue G-250, které ukázalo, že barví proteiny zafixované v gelu 
citlivěji a barva je sytější. Toto barvivo se použilo k barvení všech následujících gelů. 
 
5.1.3. Elektroforetický profil proteinů ječmene 
 
Po zjištění optimálního dávkování vzorku a vhodného způsobu barvení gelu, byly na gel 
naneseny vzorky představující celý profil sladování (zrno, odběry z prvního až pátého dne 
sladování, zelený slad a slad). K separaci byl použit 12,5 % gel (viz obr.č.17) vhodný pro 
systém Mini PROTEAN 3 Cell od firmy BIO-RAD. Výhodou použití aparatury Mini 
PROTEAN 3 Cell je rychlá separace (cca 50 minut) a spotřeba malého množství vzorků         
a použitých chemikálií. 
 
 
 
 
 
Obr. č 17: A, H - standardy, B - zrno, C - odběr z 1.dne sladování, D - odběr ze 2.dne 
sladování, E - odběr ze 3.dne sladování, F - odběr ze 4.dne sladování, G - odběr z 5.dne 
sladování, I - zelený slad, J - hotový slad. 
 
 
 
I když byly na gelu zachyceny rozdíly v proteinovém profilu během procesu sladování, za 
uvedených podmínek gel neposkytl očekávané rozlišení. Byla snaha dosáhnout většího 
rozlišení, proto byly stejné vzorky v různém dávkování naneseny na 12,5 % gel, při použití 
aparatury OWL Separation Systems (viz obr.č.18). 
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Obr. č.18: A - standardy, B - zrno (v různém množství nadávkovaného vzorku: 12 µl,16 µl, 
20 µl a 25 µl), C - odběr ze 3.dne sladování, D - hotový slad, u C a D byl vzorek 
nadávkován ve stejném množství jako v případě A. 
 
 
Získané výsledky ukazují, že dávkování 20 µl na uvedený gel je optimální. Stejné 
dávkování vzorku na gel bylo použito i u následujícího gelu (obr.č.19) – profilu procesu 
sladování (jedná se o 12,5 % gel, při použití aparatury OWL Separation Systems). 
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Obr. č.19: A, J – standardy, B - zrno, C - odběr z 1.dne sladování, D - odběr ze 2.dne 
sladování, E - odběr ze 3.dne sladování, F - odběr ze 4.dne sladování, G - odběr z 5.dne 
sladování, H - zelený slad, I - hotový slad. 
 
 
Elektroforetický postup separace ječných proteinů, při použití aparatury OWL Separation 
Systems, poskytl lepší rozdělení proteinů. Na gelu jsme mohli pozorovat proteiny v rozmezí 
molekulových hmotností 21 - 100 kDa. 
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Naše pozornost byla nadále zaměřena na separaci proteinů ječmene při použití 
komerčních gelů firmy BIO-RAD a s nimi kompetentní aparaturou Mini PROTEAN 3 Cell. 
K tomuto účelu byl použit gradientový gel 4 – 20 % TRIS – HCl (obr. č.20) a 15 % TRIS – 
HCl gel (obr. č.21).  
 
 
a) Gradientový gel 4 – 20 % TRIS – HCl 
 
 
 
  
 
Obr. č.20: A, J – standardy, B - zrno, C - odběr z 1.dne sladování, D - odběr ze 2.dne 
sladování, E - odběr ze 3.dne sladování, F - odběr ze 4.dne sladování, G - odběr z 5.dne 
sladování, H - zelený slad, I - hotový slad. 
 
 
Gradientový gel 4 – 20 % TRIS-HCl nám umožnil za daných podmínek separaci proteinů 
od 6 – 200 kDa. Změny proteinového profilu je možné na gelu pozorovat už od druhého dne 
sladování, kdy dochází k nárustu intenzity některých bandů. K největším změnám dochází 
v rozmezí proteinových hmotností 40 – 60 kDa. 
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b) 15 % TRIS – HCl gel 
 
 
 
 
 
Obr. č.21: A, J – standardy, B - zrno, C - odběr z 1.dne sladování, D - odběr ze 2.dne 
sladování, E - odběr ze 3.dne sladování, F - odběr ze 4.dne sladování, G - odběr z 5.dne 
sladování, H - zelený slad, I - hotový slad. 
 
. 
15 % TRIS – HCl gel nám poskytl podobný proteinový profil jako gel gradientový,  
rovněž jsme mohli pozorovat proteiny v rozmezí molekulových hmotností 6 - 200 kDa.  
Gel byl dále použit k identifikaci proteinů pomocí metody peptidového mapování (peptide 
mass fingerptinting) a MS/MS. Pozornost byla soustředěna na oblast proteinů mezi               
22 – 60 kDa. 
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5.2. Separace proteinů 2D gelovou elektroforézou 
 
Nespornou výhodou 1D elektroforézy je možnost nadávkování více vzorků na jeden gel   
a následné porovnávání vzorků mezi sebou, ale protože se jedná o velmi komplexní pohled na 
proteiny, byla provedena i 2D elektroforéza, jejíž výhodou je separace proteinu podle 
hmotnosti i podle izoelektrického bodu (viz kapitola 3.4.4.), takže můžeme od sebe 
odseparovat i proteiny, které mají stejnou molekulovou hmotnost, ale různý náboj. 
2D gely v této práci slouží pouze na ukázku, dále s nimi pracováno nebylo. Pro ilustraci 
změn proteinového profilu během procesu sladování byly vybrány gely pomletých obilek:  
-gel zrna (obr. č.22) reprezentující počátek procesu 
-gel odběru ze třetího dne sladování (obr. č.23), kdy dochází asi k nejvýraznějším změnám 
proteinového profilu během celého procesu 
-gel hotového sladu (obr. č.24), který demonstruje konec procesu sladování. 
 
 
 
a) Zrno (obr. č.22) 
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b) Odběr ze třetího dne sladování (obr. č.23) 
 
 
 
 
 
 
c) Hotový slad (obr. č.24) 
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Z uvedených 2D gelů je zřejmý nárůst spotů u sladu v rozmezí molekulových hmotností 
31 – 70 kDa, který koresponduje s možnými posttranslačními modifikacemi. 
 
 
5.3. Identifikace proteinů metodou peptidového mapování 
 
Identifikace proteinů byla zaměřená na proteiny, které prochází celým procesem 
sladování, během tohoto procesu se mění, stávají se stabilnějšími a v konečném důsledku 
ovlivňují kvalitu piva - jeho technologické i senzorické vlastnosti (např. pěnu a zákal).         
Na obr. č.25 jsou znázorněny proužky gelu, na kterých byly změny nejmarkantnější.         
Tyto proužky byly z gelu vyřezány a identifikovány.  
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č.25: A, J – standardy, B - zrno, C - odběr z 1.dne sladování, D - odběr ze 2.dne 
sladování, E - odběr ze 3.dne sladování, F - odběr ze 4.dne sladování, G - odběr z 5.dne 
sladování, H - zelený slad, I - hotový slad. 
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V následující tabulce jsou uvedeny identifikované proteiny: 
 
číslo spotu identifikovaný protein 
molekulová 
hmotnost 
1 ovalbumin 45,000 kDa 
2 karbonát anhydrasa 31,000 kDa 
3 
α-amylasa  subtilisin 
inhibitor  
22,378 kDa 
4 protein Z 43,363 kDa 
5 peroxidasa BP1 32,151 kDa 
6 β-amylasa 59,912 kDa 
7 až 13 
protein Z v průběhu 
sladování 
  
 
 
5.3.1. Identifikace standardů pomocí hmotnostní spektrometrie 
 
Z gelu (obr.č.25) byly vyříznuty proužky č.1 a 2, které byly podrobeny enzymatickému 
štěpení chymotrypsinem. Po jeho proběhnutí bylo změřeno MS spektrum směsi peptidů 
v reflektrononém uspořádání v kladném modu na přístroji 4700 Proteomics Analyzer. 
Hmotnosti peptidů byly zadány do databáze Mascot, výsledkem vyhledávání v prvním 
případě byl ovalbumin (obr. č.26) a ve druhém případě karbonát anhydrasa (obr. č.27). 
 
a) ovalbumin (45 kDa) 
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a) karbonát anhydrasa (31 kDa) 
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5.3.2. Identifikace proteinu Z pomocí hmotnostní spektrometrie 
 
Identifikace reálných vzorků proběhla stejně jako u standardů. Proužky z gelu byly 
vyřezány, podrobeny enzymatickému štěpení, byla naměřena MS spektra (obr.č.28)                
a následně MS/MS spektra (obr.č.29). Posledním krokem bylo vyhledávání v databázovém 
programu Mascot (obr.č.30). 
 
a) Příklad MS spektra směsi peptidů vzniklých enzymatickým štěpením 
(chymotrypsinem) proteinu Z získaného z gelu (ze zrna) (obr.č.28). 
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          Obr.č.28 Protein Z (43,363kDa) 
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b) MS/MS spektrum vybraného píku náležícího peptidu s m/z 2457 Da vzniklého 
enzymatickým štěpením (chymotrypsinem) proteinu Z (obr.č.29). 
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Obr.č.29 
 
 
Protein Z patří do skupiny proteinů, které pozitivně ovlivňují pěnivost piva. Jedná se        
o ječný albuminový protein, vykazující hydrofobní charakter, který usnadňuje přechod 
proteinu do pivní pěny. Protein Z představuje 10 – 25 % nedialyzovatelných proteinů piva a je 
přibližně z jedné třetiny glykosylován [71]. Účast proteinu Z na stabilitě pivní pěny s největší 
pravděpodobností závisí na charakteru sladu. 
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d) Identifikace proteinu Z pomocí databázového vyhledávání v programu Mascot za 
použití databáze NCBInr. 
 
 
 
 
Obr.č.30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
55 
 
5.3.3. MS spektra dalších identifikovaných proteinů ječmene získaných z téhož gelu 
 
Identifikace proteinů (viz obr.č.25) byla opět provedena s použitím databázového 
vyhledávání v programu Mascot. 
 
a) α - amylasa subtilisin inhibitor (22,378 kDa) 
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b) peroxidasa (32,151 kDa)  
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c) β – amylasa (59,912 kDa) 
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Peroxidasa představuje enzym třídy oxidoreduktáz, které pomocí peroxidu vodíku oxidují 
různé substráty. Obvykle nevykazují vysokou specifitu pro oxidovaný substrát. 
Amylasy jsou nejdůležitějšími enzymy ve sladu (viz kapitola 3.1.2.). α a β – amylasy se 
významně podílí na zcukření, čili úplném rozštěpení makromolekul škrobu za vzniku různých 
nižších cukrů a dextrinů. 
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5.3.4. Změny proteinu Z v průběhu celého procesu sladování (MS a MS/MS spektra) 
 
Na následujících obrázcích jsou výřezy z MS spektr proteinu Z v po sobě jdoucích dnech 
sladování – od zrna až po hotový slad (viz obr.č.25) a k nim jsou přiřazena MS/MS spektra 
peptidů 2457 Da a 2619 Da. 
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2) odběr z prvního dne sladování 
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3) odběr z druhého dne sladování 
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4) odběr ze třetího dne sladování 
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5) odběr ze čtvrtého dne sladování 
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6) odběr z pátého dne sladování 
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7) zelený slad 
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8) slad 
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Výsledky poukazují na možné posttranslační modifikace ječných proteinů (které jsou 
patrné už od druhého dne) po dobu sladování. Ječné proteiny jsou v průběhu sladování 
štípány, zvyšuje se obsah cukrů, které jsou uvolňovány ze škrobu a ty spolu se zvýšenou 
teplotou způsobují glykace proteinů. Vzniklé glykované proteiny bývají většinou stabilnější, 
prochází celým procesem vaření piva a objevují se i v pivu, kde ovlivňují jeho vlastnosti,    
jak pozitivně tak negativně (pěna, zákal). 
 
5.4. Měření intaktních proteinů ječmene 
 
Pomocí MALDI TOF-MS v lineárním modu byly měřeny a sledovány změny 
(posttranslační modifikace) v průběhu sladování u významného proteinu ječmene LTP 1.  
LTP 1 (lipid transfer protein) – polypeptid- intracelulární přenašeč lipidů. Jedná se            
o albuminový protein, který je během procesu sladování přeměňován v minimálním rozsahu. 
Jeho stabilitě pravděpodobně pomáhají čtyři disulfidické můstky, které spojují čtyři              
α-helikální části tohoto proteinu [71]. LTP 1 patří mezi proteiny pozitivně ovlivňující pivní 
pěnu, protože podporuje stabilitu pěny.  
Na následujících obrázcích jsou zachyceny změny intaktních proteinů u zrna (obr.č.42), 
odběru ze třetího dne sladování (obr.č.43) a u hotového sladu (obr.č.44). 
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b) Odběr ze třetího dne sladování 
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c) Slad  
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d) Pozorování změn intaktních proteinů v průběhu procesu sladování – spektra 
LTP 1 seřazena vedle sebe 
 
Na obrázku č.45 jsou zobrazeny výřezy hmotnostních spekter intaktních proteinů 
extrahovaných ze vzorků ječmene reprezentujících celý proces sladování od zrna až po 
hotový slad. 
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 Obrázek č.45 ukazuje změny LTP 1 v průběhu sladování. V průběhu sladování je tento 
protein modifikován hexosami vázanými na lyzíny. Od druhého dne sladování lze pozorovat 
postupně rostoucí píky, které odpovídají aduktům 162 Da. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.č.45 
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6. ZÁVĚR 
 
První část této práce byla věnována literárnímu přehledu. V teoretické části  jsou shrnuty 
základní informace o pivu, o procesu jeho výroby a o základních surovinách pro jeho výrobu 
s důrazem na sladovnický ječmen. Dále informace o proteinech nacházejících se ve 
sladovnickém ječmeni, o vybraných metodách separace proteinů a o hmotnostní spektrometrii 
MALDI-TOF/TOF MS. 
V experimentální části práce byla provedena analýza proteinů obilek ječmene a jejich 
identifikace pomocí MALDI-TOF/TOF MS.   
Tato práce byla zaměřena na změny proteinového profilu ječmene během procesu 
sladování, protože se ukázalo, že ječmen podléhá během sladování významným změnám, 
které buď pozitivně, nebo negativně ovlivňují kvalitu sladu a následně i piva. Pozornost byla 
zaměřena na vodorozpustné proteiny.  Změny byly sledovány pomocí jednorozměrné gelové 
elektroforézy (1D GE), dvojrozměrné gelové elektroforézy (2D GE) a MALDI-TOF/TOF 
hmotnostní spektrometrie (MS). 
Jako vzorek byly použity pomleté obilky ječmene (zrno, zelený slad, hotový slad a vzorky 
odebrané v průběhu sladování – první až pátý den), u kterých byly sledovány změny 
proteinového profilu mezi jednotlivými fázemi sladování. Pro účel této práce byla zvolena 
odrůda Jersey. 
V první fázi byla provedena optimalizace dávkování vzorku na gel pro jednorozměrnou 
gelovou elektroforézu, optimalizace vizualizace a optimalizace stupně zesíťování gelu. Pro 
náš účel se jevil optimální 15 % TRIS-HCl gel, na kterém jsme mohli pozorovat proteiny 
v rozmezí molekulových hmotností 6 - 200 kDa. Vzorek byl na gel nadávkován v množství 
10 µl a gel byl obarven barvivem Commassie Brilliant Blue G-250. Tento gel byl dále 
posloužit k identifikaci proteinů pomocí metody peptidového mapování (peptide mass 
fingerptinting) a MS/MS. 
Na 15 % TRIS-HCl gelu byly pozorovány změny v elektroforetických profilech mezi 
zrnem, vzorky odebranými během procesu sladování (1.až 5. dnem) a jeho zeleným sladem    
a hotovým sladem. Proteiny, které se nejvýrazněji po dobu sladování měnily byly z gelu 
vyříznuty a poté naštípány enzymem (chymotrypsinem) a identifikovány pomocí MALDI-
TOF/TOF MS. Jako matrice byla použita kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová. V rámci této 
práce byl metodou peptidového mapování a MS/MS identifikován protein, který  pozitivně 
ovlivňuje stabilitu pivní pěny - protein Z, ale i další proteiny, které byly ve vzorcích 
pozorovány (α-amylasa inhibitor, β-amylasa, peroxidasa). 
V další fázi byla provedena dvojrozměrná gelová elektroforéza, kde byly rovněž 
pozorovány rozdíly mezi jednotlivými vzorky. Pro ilustraci změn byly vybrány gel zrna, gel 
vzorku odběru ze třetího dne sladování a gel hotového sladu. Na gelech jednotlivých vzorků 
se ukazovala řada proteinových spotů v rozmezí molekulových hmotností 10 – 70 kDa.   
Dále byly pomocí MALDI-TOF MS analyzovány intaktní proteiny extrahované ze všech 
vzorků (od zrna až po hotový slad). Extrakty byly podrobeny odsolování pomocí techniky 
„nanosep centrifugal device“. Hmotnostní spektra byla získána v pozitivním iontovém módu 
při lineárním uspořádání a jako matrice byla použita kyselina sinapová. Ze spekter bylo 
patrné, že během procesu sladování dochází ke změně proteinového profilu, ječné proteiny 
jsou modifikovány, dochází ke glykacím proteinů. Vzniklé glykované proteiny jsou potom 
stabilnější, procházejí celým procesem vaření piva a následně ovlivňují kvalitu piva – jeho 
technologické a senzorické vlastnosti. Pozornost byla zaměřena na protein LTP 1 (lipid 
65 
 
transfer protein 1), který se pozitivně podílí na tvorbě pivní pěny. Na MS spektrech LTP 1  
byly pozorovány změny už od druhého dne sladování.  
Sladovnický ječmen je specifickou plodinou, na kterou jsou kladeny mimořádně vysoké 
požadavky ze strany sladovnického a pivovarského průmyslu, proto by se v  budoucnosti dalo 
na práci navázat pozorováním změn u jiných odrůd sladovnického ječmene, srovnáváním 
odrůd mezi sebou, detailnějším studiem změn mezi jednotlivými fázemi sladování, nebo třeba 
identifikací většího množství proteinů. Proteomická analýza ječmene má význam pro 
šlechtění nových kvalitnějších odrůd sladovnického ječmene.  
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8. SEZNAM SYMBOLŮ 
 
Seznam analytických metod a přístrojů 
 
DD  Dried-droplet (technika nanášení vzorku v MALDI-TOF spektrometrii) 
TL  Thin-layer (technika nanášení vzorku v MALDI-TOF spektrometrii) 
TOF  Analyzátor doby letu (time of flight) 
MALDI Laserová desorpce a ionizace za účasti matrice (Matrix-assisted laser 
desorption and ionization) 
MS  Hmotnostní spektrometrie 
1D GE Jednorozměrná gelová elektroforéza 
2D GE Dvojrozměrná gelová elektroforéza 
SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným 
IEF  Isoelektrická fokusace 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
